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A340nm Absorbancia a 340 nm.
 
APS Persulfato amónico (Ammonium persulfate)
 
ATCC Colección americana de cultivos modelo (American Type Culture
 
Collection 
BAD Proteína promotora de muerte celular asociada a Bcl‐2 (Bcl‐2‐associated 
death promoter) 
BSA Albúmina de suero bovino 
CRM1 Región de mantenimiento cromosómico 1/Exportina 1 (chromosome 
región maintenance) 
DAPI 4,6‐diamidino‐2‐fenilindol 
DMEM Medio de Dubbelco modificado por Eagle (Dubbelco´s Modified Eagle 
Medium) 
DPP4 Dipeptidil peptidasa 4 
DTT Ditiotreitol 
EDTA Ácido etilendiaminotetracético 
EMA Agencia europea de medicamentos (European Medicines Agency) 
F1P Fructosa 1‐fosfato 
F6P Fructosa 6‐fosfato 
FBS Suero fetal bovino 
FDA Administración de alimentos y medicamentos de Estados Unidos (US 
Food and Drugs Administration) 
Fru‐2,6‐P2 Fructosa 2,6‐bisfosfato 
G6P Glucosa 6‐fosfato 
G6PDH Glucosa 6‐fosfato deshidrogenasa 
GCK Glucokinasa 
GFP Proteína verde fluorescente (Green Fluorescent Protein) 
GKA Activador de la glucokinasa (Glucokinase activator) 
GKRP Proteína reguladora de la glucokinasa 
GLP‐1 Péptido similar al glucagón 1 (Glucagon‐Like Peptide 1) 
GST Glutation‐S‐transferasa 
h Coeficiente de Hill 
HA Hemaglutinina 




       
             
     
           
                 
     
       
         
           
                     




       
           
               
           
             
                 
         
             
         
                   
       
         
                 
 
         
                   
         
     
HH Hiperglucemia hiperinsulinémica 
HRP Peroxidasa de rábano (Horseradish peroxidase) 
HXK Hexokinasa 
Iar Índice de actividad relativo 
IDF Federación internacional de diabetes (International Diabetes Federation) 
IPTG Isopropil β‐D‐tiogalactosido 
Kcat Constante catalítica 
Km Constante de Michaelis‐Menten 
LB Medio de cultivo Luria‐Bertani 
MEM Medio mínimo esencial de Eagle (Eagle´s Minimum Essential Medium) 




NADP/NADPH Nicotin‐adeníndinucleótido fosfato (Oxidado/Reducido) 
NES	 Señal de exportación nuclear 
NGS	 Suero de cabra (Normal Goat Serum) 
NLS	 Señal de localización nuclear 
nNOS	 Óxido nítrico sintasa, isoforma neuronal 
NPC	 Complejo del poro nuclear (Nuclear Pore Complex) 
OD600nm	 Densidad óptica a 600nm 
PAGE	 Electroforesis en gel de poliacrilamida. 
PBS	 Tampón fosfato salino 
PDB	 Banco de datos de proteínas (Protein Data Bank) 
PFK2‐Pasa	 Enzima bifuncional 6‐fosfofructo‐2‐kinasa‐2,6‐bisfosfatasa 
PMSF	 Fluoruro de fenilmetilsulfonilo 
PNDM	 Diabetes mellitus neonatal permanente (Permanent Neonatal Diabetes 
Mellitus) 
PVDF	 Polifluoruro de vinilideno 
RanBP	 Proteína de unión a Ran (Ran Binding Protein) 





       
       
         
                 
                 
               
   
                 
 
     








S6P Sorbitol 6‐fosfato 
SD Desviación estándar 
SDS Dodecil sulfato sódico. 
SGLT2 Cotransportador de Sodio‐Glucosa 2 (Sodium‐Glucose co‐transporter 2) 
SIS Dominio isomerasa de azúcares (Sugar Isomerase Site) 
TBS‐T Tampón tris salino con Tween 20 
TEMED N,N,N',N'‐tetrametiletilendiamina 
TNDM Diabetes mellitus neonatal transitoria (Transient Neonatal Diabetes 
Mellitus) 
Tris Tris(hidroximetil)‐aminometano 

















                     
                   
     
                         
                           
                         
                               
                       
                       
                         
                       
         
                           
                         
                         
                           
                             
                                 
                            
                               
                 
                   
                 
Título de la Tesis: Estudio del mecanismo de translocación núcleo‐citoplasma de 
la glucokinasa mediante la caracterización funcional de mutaciones asociadas a 
hiperglucemia familiar MODY2. 
Introducción: La forma más común de diabetes mellitus es la diabetes tipo 2, 
donde la hiperglucemia está causada por una combinación de defectos en la secreción y 
en la acción de insulina. Esta enfermedad supone actualmente un gran problema de 
salud pública a nivel mundial y se prevé un fuerte incremento de su prevalencia en los 
próximos años. Por ello es de gran importancia la disponibilidad de terapias 
antidiabéticas efectivas. En las últimas décadas, la enzima glucokinasa (GCK) está siendo 
considerada como una potencial diana terapéutica debido a su papel central en la 
homeostasis de glucosa, lo que ha resultado en el descubrimiento de moléculas 
activadoras de esta enzima (GKAs). 
La glucokinasa es una de las cuatro isoformas de hexokinasa que cataliza el primer 
paso limitante en el metabolismo de la glucosa convirtiéndola en glucosa 6‐fosfato (G6P) 
y utilizando ATP como segundo sustrato. Esta enzima se expresa en una restringida 
variedad de tipos celulares. En la célula  β pancreática la GCK actúa como sensor de 
glucosa al integrar las variaciones de glucosa en sangre y su metabolismo con la secreción 
de insulina. En el hepatocito, a través de la producción de G6P, la actividad GCK regula el 
ritmo de acumulación de glucógeno a partir de glucosa, la glicolisis y la gluconeogénesis. 
El papel central de la actividad GCK en la homeostasis de glucosa lo corroboran las casi 
700 mutaciones asociadas a distintos síndromes glucémicos. Mutaciones que 
incrementan la actividad GCK producen hipoglucemia por hiperinsulinismo. Por el 




                   
                         
                 
                       
                        
                         
                             
                   
                           
                             
                             
                         
                         
                         
                               
                     
                               
                                   
                   
                             
                   
                           
                         
hipoinsulinismo e hiperglucemia. En heterocigosis las mutaciones inactivantes dan lugar 
a una forma de hiperglucemia familiar denominada maturity onset diabetes of the young 
2 (MODY2) y en homocigosis producen diabetes neonatal permanente. 
La función de la glucokinasa es debida a sus características cinéticas particulares 
que no presentan otras isoformas de hexokinasa: baja afinidad y cooperatividad por 
glucosa y falta de inhibición por producto. Estas características son conferidas por la 
estructura tridimensional de la enzima y explicadas en un modelo cinético en el que la 
glucosa induce cambios entre distintas conformaciones. Su estructura proteica está 
compuesta de un dominio mayor y un dominio menor, separados por una región bisagra. 
En ausencia de sustratos, la GCK se dispone en una conformación abierta inactiva y tras 
la unión de glucosa los dominios se aproximan dando lugar a la conformación cerrada y 
activa. Un aspecto importante de la regulación de la actividad glucokinasa es su 
modulación por interacción con otras proteínas, que a su vez determinan su localización 
subcelular. El principal regulador de la glucokinasa en el hepatocito es su proteína 
reguladora (GKRP) que inhibe a la enzima y la secuestra en el núcleo celular en su 
conformación abierta inactiva durante el ayuno. La formación del heterodímero es 
promovida por la baja concentración de glucosa y por la unión de fructosa 6‐fosfato a la 
GKRP. Tras la ingesta, la unión de glucosa a la GCK y de fructosa 1‐fosfato a la GKRP 
promueven cambios conformacionales y la disociación del complejo, permitiendo la 
salida de la enzima al citoplasma gracias a la existencia de una señal de exportación 
nuclear (NES) presente entre los residuos 300 a 310. 
Hipótesis y objetivos: A pesar de que ha transcurrido más de una década desde 




                     
                          
                               
                           
                       
                         
                   
                       
                           
           
                 
                             
                             
                   
                       
                   
                             
                         
                         
                       
                             
                                
                           
                   
fármaco antidiabético efectivo derivado de ellos. Incrementar el conocimiento de los 
mecanismos de regulación de la glucokinasa podría contribuir al éxito de su desarrollo. 
Debido a que mas del 99% de la glucokinasa total del organismo se encuentra en el 
hígado, el objetivo principal de este trabajo ha sido el de analizar los mecanismos 
moleculares de la translocación núcleo‐citoplasma de la enzima, la cual constituye una 
de las principales formas de regulación en los hepatocitos. Para ello se propuso 
caracterizar funcionalmente un grupo de mutaciones identificadas en pacientes con 
alteraciones en la homeostasis de glucosa, determinando los efectos causados sobre los 
parámetros cinéticos, la estabilidad proteica, la interacción con la GKRP y la actividad de 
la secuencia NES de la glucokinasa. 
Materiales y Métodos: Mediante mutagénesis dirigida se introdujeron las 
mutaciones en el cDNA de la glucokinasa de célula β humana. El análisis cinético de los 
mutantes y su estabilidad en función de la temperatura, se llevaron a cabo in vitro 
mediante ensayos enzimáticos de proteínas de fusión a la glutation‐S‐transferasa (GST‐
GCK) purificadas desde bacteria. La interacción GCK‐GKRP se analizó in vitro mediante 
inhibición enzimática a distintas concentraciones de GKRP humana recombinante, y 
mediante el ensayo de doble híbrido en levadura. El efecto de las mutaciones sobre la 
localización subcelular de la glucokinasa dependiente de GKRP se llevó a cabo analizando 
la distribución subcelular de fusiones a la proteína verde fluorescente (GFP‐GCK) y a 
mCherry (GKRP‐mCherry) en células HepG2. Para estudiar el efecto de las mutaciones 
sobre la actividad de la NES de la GCK, independientemente de GKRP, se analizó la 
distribución subcelular de la fluorescencia de la fusión de un fragmento de la gck de rata 
que contiene la NES fusionado a la GFP (ratgck(299‐359)‐GFP) en células HEK293T. La 




                   
                         
                         
                         
                                 
                               
                         
                           
                     
                         
                               
                           
                         
                         
                     
                    
                   
                             
                        
                               
                             
                     
                             
                             
Resultados y discusión: Nuestros resultados muestran que todas las mutaciones 
analizadas alteran la actividad catalítica de la glucokinasa de acuerdo con el fenotipo 
clínico de los pacientes en los que fueron identificadas. La mutación W99C, identificada 
en una paciente con hipoglucemia por hiperinsulinismo y localizada en el sitio alostérico 
de la GCK, resulta en la activación de la enzima al aumentar la constante catalítica Kcat y 
la afinidad por los sustratos (disminuyen los valores de S0.5 para glucosa y Km para ATP), 
y reducir la cooperatividad por glucosa. Por el contrario, las mutaciones identificadas en 
los pacientes MODY2 se localizan en los distintos dominios proteicos e inactivan a la 
enzima afectando a los distintos parámetros cinéticos. No obstante, los defectos 
producidos por las distintas mutaciones varían en función de la propia sustitución de 
aminoácido y de su ubicación en la estructura de la proteína, de tal manera que además 
de, en general, reducir la Kcat y las afinidades por los sustratos, algunas mutaciones 
inducen fuerte inestabilidad en la enzima. Estos efectos, que afectan a la glucokinasa 
expresada en los distintos tipos celulares se traducirían in vivo en las correspondientes 
variaciones del umbral de glucosa plasmática necesario para que las células  β 
pancreáticas secreten insulina, justificando el fenotipo clínico de los pacientes. 
Por otro lado, nuestros resultados demuestran que mutaciones MODY2 que 
implican residuos de la región bisagra o de la hélice α‐8 pueden afectar a la distribución 
núcleo‐citoplásmica de la enzima. Todas las mutaciones que resultan en la sustitución 
de los residuos Thr60 y Ala201, ubicados en la región bisagra y contiguos a residuos que 
forman las superficies de contacto con la GKRP, impiden la unión de la glucokinasa con 
su proteína reguladora, ya que los correspondientes mutantes de glucokinasa son 
insensibles a la inhibición por GKRP, no interaccionan en el ensayo de doble híbrido y 




                         
                   
                           
                     
                           
                             
                     
                         
                           
                           
                           
 
                   
                   
                       
                         
                     
                         
                         
                         
                       
   
mutaciones L306R y L309P ubicadas en la hélice α‐8, la ausencia de localización nuclear 
podría explicarse por desestabilización proteica de los correspondientes mutantes. Por 
último, el análisis de las mutaciones MODY2 que implican residuos de la hélice α‐8 han 
permitido caracterizar la NES de la glucokinasa. Nuestros resultados confirman la 
presencia de una NES activa en la proteína de fusión ratgck(299‐359)‐GFP, cuya actividad es 
mediada por CRM1/exportina1. La actividad de esta NES, que se ajusta al consenso de la 
clase 1b (φ1XXφ2XXφ3Xφ4, donde φ son residuos hidrofóbicos y X residuos espaciadores) 
es alterada por mutaciones MODY2 que afectan a los residuos Glu300, Val302, Arg303, 
Leu304, Leu306, Arg308 y Leu309, siendo las leucinas 304 y 309 los residuos hidrofóbicos 
φ2 y φ4 y el resto residuos espaciadores. Hemos observado el mayor efecto activador en 
las mutaciones que sustituyen al Glu300 y el mayor efecto inactivante en la mutación 
L304P. 
Conclusiones: La caracterización funcional de las mutaciones ha demostrado que 
éstas son patogénicas y no polimorfismos raros, proporcionando un diagnóstico 
molecular que confirma el diagnóstico clínico y genético. El estudio funcional ha 
permitido aportar nuevos datos sobre el mecanismo de translocación entre el núcleo y 
el citoplasma. Hemos identificado residuos de la glucokinasa necesarios para la 
interacción con la GKRP y, por tanto, su translocación al núcleo. Además hemos 
demostrado la existencia de residuos en la NES que modulan negativamente su actividad, 
mientras que otros lo hacen de forma positiva, confirmando la necesidad de una 
estructura y actividad equilibrada para permitir el correcto funcionamiento de la señal 





                 
           
                     
                       
                     
                     
                               
                     
                     
                           
   
                     
                       
                         
                       
                         
                       
                   
                           
                 
             
                     
Title: Study of the nucleus‐cytoplasmic translocation mechanism of glucokinase 
by functional characterization of MODY2 mutations. 
Introduction: Type 2 diabetes mellitus (T2DM), the most common form of 
diabetes caused by impairment of insulin secretion and action, is an increasing 
worldwide health problem. Effective antidiabetic drugs are necessary and many new 
agents are currently under development. The metabolic enzyme glucokinase (GCK) plays 
a central role in glucose homeostasis, thus it has been considered as a potential target in 
T2DM treatment. Research efforts during the last two decades have discovered 
molecules that act as glucokinase activators (GKAs). However, despite the antidiabetic 
potential of these GKAs, the development of reliable new therapeutic agents has not yet 
been successful. 
Glucokinase catalyzes the first limiting step of glucose utilization. Like other 
hexokinases, GCK transfers a phosphate group from ATP to glucose forming glucose 6‐
phosphate (G6P). GCK expression is restricted to cells with important roles in glucose 
homeostasis. In pancreatic β cells, glucokinase acts as a glucosensor by integrating blood 
glucose levels and its metabolism with insulin secretion. More than 99% of total 
glucokinase content is expressed in the liver, where its activity controls glycogen 
accumulation, glycolysis and gluconeogenesis rates. The importance of glucokinase in 
glucose homeostasis is illustrated by the fact that nearly 700 mutations in GCK are 
associated with human monogenic glycemic disorders. Activating mutations are 
associated with hyperinsulinemic hypoglycemia (HH). Heterozygous inactivating 




                 
 
                     
                       
                       
                       
                         
                     
                     
                       
                 
                   
                   
                       
                 
                       
                         
                   
                       
                             
           
 
homozygous inactivating mutations result in permanent neonatal diabetes mellitus 
(PNDM). 
The specific function of glucokinase is based on the particular kinetic 
characteristics of this enzyme. Unlike other hexokinases, GCK shows low affinity for 
glucose, cooperativity with this substrate, and a lack of end‐product inhibition at 
physiological concentrations of G6P. These differences are conferred by the GCK protein 
structure. Glucokinase has a bipartite structure comprising a large domain and a small 
domain connected by a hinge region. Multiple conformational states have been 
identified. In the absence of glucose, glucokinase has an inactive super‐open 
conformation. Conversely, when glucokinase is bound to glucose, the enzyme adopts an 
active closed conformation. Accordingly, cooperativity is attributed to glucokinase 
conformational changes from super‐open to closed conformations induced by glucose. 
In addition, glucokinase is regulated through protein‐protein interactions by the 
glucokinase regulatory protein (GKRP), which inhibits the enzyme and also regulates its 
nucleus‐cytoplasmic localization in hepatocytes. GCK‐GKRP interaction is potentiated by 
fructose 6‐phosfate (F6P) and counteracted by fructose 1‐phosfate (F1P) after binding to 
GKRP. During fasting, GKRP‐F6P anchors the super‐open GCK allowing its import into the 
nucleus. Conversely, after feeding, GCK adopts its active glucose‐bound closed 
conformation and dissociates from GKRP‐F1P prior to being exported from the nucleus 
to the cytoplasm. The enzyme nuclear export is mediated by a nuclear export signal (NES) 




                       
                           
                     
                           
                         
                         
                   
       
                   
                 
                         
                     
                           
                     
                     
                             
                   
                   
                           
                     
                         
                     
                       
                   
Aims and hypothesis: A better understanding of GCK regulation may be useful 
for developing reliable new therapeutic agents based on GKAs. The main goal of this 
work has been to analyze the molecular mechanisms for GCK nucleus‐cytoplasmic 
translocation, which is a very important form of regulation for hepatic GCK. To achieve 
this objective, we have characterized a set of naturally occurring mutations of GCK 
identified in patients with altered glucose homeostasis. We have analyzed the effects of 
mutations on glucokinase kinetic parameters and protein stability, GCK‐GKRP interaction 
and glucokinase NES activity. 
Methods: Mutations were introduced into the human  β‐cell GCK cDNA by 
directed mutagenesis. GCK mutants fused to Glutathione‐S‐Transferase (GST‐GCK) were 
purified from bacteria and used to perform kinetic analysis and thermal stability assays. 
GCK‐GKRP interaction was analyzed in vitro through enzymatic inhibition assays with 
purified human GKRP and in the yeast two‐hybrid system. To determine the effects of 
GCK mutations on GKRP‐dependent nuclear import, the subcellular distribution of GCK 
tagged with green fluorescent protein (GFP‐GCK) and GKRP‐mCherry fusion proteins was 
analyzed in HepG2 cells. The effects on the NES function were studied by analyzing the 
subcellular distribution of the fusion protein ratgck(299‐359)‐GFP in HEK293T cells. 
Subcellular distribution of fusion proteins was assessed by fluorescence microscopy. 
Results and discussion: Our results show that all the mutations had effects on enzymatic 
activity depending on the patient clinical phenotypes. The W99C mutation, located 
within the glucokinase allosteric site, was identified in a patient with HH‐GCK. This 
mutation activates glucokinase by increasing Kcat and substrate affinities (lowering S0,5 
for glucose and Km for ATP). Moreover, it decreases glucose cooperativity. Conversely, 




                           
                   
                       
                       
                       
     
                         
                       
                           
                     
                           
                             
                         
             
                       
                           
                     
                     
                           
                     
                     
                     
                         
    
depending on the nature of the mutation, in general, MODY2 mutations lower Kcat and 
affinity for substrates. Moreover, some mutations induce protein instability. These 
effects, which affect glucokinase expressed in the different cell types, would be 
translated in vivo into the corresponding variations in the plasma glucose threshold 
necessary for pancreatic β cells to secrete insulin, thus justifying the clinical phenotype 
of the patients. 
On the other hand, our results demonstrated that MODY2 mutations located in 
the hinge region or in the α‐helix 8 might impair GCK nucleus‐cytoplasmic distribution. 
Substitutions of residues Thr60 and Ala201, which are located in the hinge region, close 
to the GKRP contact surfaces, prevent GCK‐GKRP interaction. The respective mutants 
were insensitive to GKRP inhibition, did not interact with GKRP in the yeast two‐hybrid 
assays and were not imported into the nucleus of transfected cells. However, in the case 
of L306R and L309P mutations, located in the  α‐helix 8, the absence of nuclear 
localization could be explained by protein destabilization. 
Finally, the study of MODY2 mutations in the α‐helix 8 has allowed characterizing 
the nuclear export signal of glucokinase. Our results confirm the presence of an active 
NES in the ratgck(299‐359)‐GFP fusion protein which is dependent on CRM1/exportin1 
activity. Glucokinase NES fits a type 1b consensus sequence (φ1XXφ2XXφ3Xφ4, where φ 
is hydrophobic and X can be any spacer residue). The MODY2 mutations tested, which 
affect residues Glu300, Val302, Arg303, Leu304, Leu306, Arg308 and Leu309 alters 
ratgck(299‐359)‐GFP exporting activity. The extent of effects depended on the mutation. 
Substitutions of Glu300 enhanced the exporting activity. In contrast, the most 





                   
                         
                         
                     
                     
                   
                         
                         
                                 




Conclusion: The functional characterization of the mutations analyzed in this 
work has demonstrated that all of them are pathogenic and not rare polymorphisms, 
providing a molecular diagnosis that confirms the clinical and genetic diagnosis of the 
patients. Moreover, the functional study has extended the molecular knowledge of 
glucokinase and contributed new data on the mechanism of its nucleus‐cytoplasmic 
translocation. We have identified some glucokinase residues necessary for interaction 
with GKRP and, therefore, its translocation into the nucleus. In addition, we have 
demonstrated the existence of residues in the NES that negatively modulate its activity, 
while others do so in a positive way, confirming the need for a structure and a balanced 

















                   
                       
                             
                       
                     
                   
                               
                         
                 
                           
                           
                           
                          
                                 
                           
                             
         
                     
                         
                       
                         
                           
                       
La Diabetes Mellitus comprende un grupo de enfermedades metabólicas 
caracterizadas por hiperglucemia derivada de defectos en la secreción de insulina, la 
acción de la insulina o ambos. A largo plazo, la hiperglucemia crónica se asocia con 
disfunción de múltiples órganos como ojos, riñones, corazón, vasos sanguíneos y sistema 
nervioso. Hay múltiples procesos patológicos involucrados en el desarrollo de la 
diabetes, desde la destrucción autoinmune de las células  β pancreáticas (diabetes 
mellitus tipo 1), hasta la pérdida de sensibilidad a la acción de la insulina, que suele 
acompañarse de una secreción inapropiada de insulina resultante de la disfunción de las 
células beta pancreáticas (diabetes mellitus tipo 2) (revisado en(1)). 
La diabetes mellitus tipo 2 (T2DM), supone un gran problema de salud pública en 
todo el mundo. La Federación Internacional de Diabetes (IDF) calcula que el número de 
diabéticos aumentará de los casi 400 millones diagnosticados en la actualidad a casi 600 
millones en el 2035 (2). En Estados Unidos la tasa de prevalencia entre individuos 
mayores de 20 años aumentó un 1% entre 2011 y 2012 (3), y en España un estudio 
epidemiológico estima que casi un 30% de la población mayor de 18 años presenta 
alteraciones de los niveles de glucosa circulantes (4). Por ello, es de gran importancia la 
disponibilidad de terapias antidiabéticas efectivas. 
El deterioro progresivo de la enfermedad, especialmente en cuanto a la 
funcionalidad del hígado, el músculo y las células  β pancreáticas, contribuye a que los 
fármacos antidiabéticos sufran una paulatina pérdida de efectividad (5). Hoy en día 
existen distintos tipos de fármacos para el tratamiento de la diabetes cuyos mecanismos 
de acción abarcan desde la estimulación de la secreción de insulina (ej. sulfonilureas) o 




                     
                       
                         
                       
                       
            
        
             
                         
                         
                         
                       
                       
                             
                           
                             
                       
                         
                   
                             
        
 
hasta la inducción de glucosuria (inhibidores del cotransportador de sodio‐glucosa tipo 
2; SGLT2) (Tabla 1). No obstante, actualmente se están desarrollando nuevos fármacos, 
aún en fase experimental, dirigidos a nuevas dianas estratégicas, entre los que se 
encuentran moléculas activadoras de la glucokinasa (GKAs) (revisado en (6)). Esta enzima 
metabólica se considera una potencial diana terapéutica debido a su importante papel 
en la homeostasis de la glucosa. 
1. Función de la glucokinasa. 
La glucokinasa (ATP: D‐glucosa‐6‐fosfotransferasa; EC 2.7.1.1), también 
denominada hexokinasa IV o hexokinasa D, cataliza la fosforilación de la glucosa en 
posición 6, utilizando ATP como segundo sustrato, para formar glucosa 6‐fosfato y ADP 
(Figura 1A). Sus características cinéticas y su distribución restringida a unos pocos tipos 
celulares la diferencian claramente del resto de hexokinasas. En contraste con otras 
hexokinasas, la glucokinasa presenta una afinidad por glucosa mucho menor (S0,5  ≈ 7 
mM), cooperatividad por este sustrato (coeficiente de Hill (h) ≈ 1,6) y no es inhibida por 
concentraciones fisiológicas de los productos de la reacción, lo que le permite actuar de 
manera óptima en el rango fisiológico de glucosa plasmática (4 – 10 mM) (Figura 1B). 
Esta enzima es expresada principalmente en los hepatocitos pero también en células 
sensoras de glucosa contenidas en órganos como el páncreas, intestino y cerebro, que 
constituyen el denominado eje neuroendocrino. La actividad glucokinasa en estos 
distintos tipos celulares juega un papel crucial en la regulación de la homeostasis de la 




                            
                          
                     
                             
                         
                     
                   
                   
                         
                               
                         




Cuando la glucokinasa (GCK) se describió por primera vez en 1964 se pensó que 
su expresión se daba exclusivamente en el hígado (8‐10). Sin embargo, pronto se 
demostró su presencia en islotes pancreáticos, proponiéndose su implicación en la 
secreción de insulina estimulada por glucosa en las células β y en la síntesis de glucógeno 
en hepatocitos (11). Posteriormente se ha descrito la expresión y función de la 
glucokinasa en otras células del denominado eje neuroendocrino que incluyen células α 
y  δ pancreáticas, células enteroendocrinas tanto del estómago como del intestino 
delgado, tejido hipotalámico, tronco encefálico, células epiteliales del tracto respiratorio 
e incluso en células gonadotropas y tirotropas de la glándula pituitaria (Figura 2) 
(revisado en (12)). El papel que juega la glucokinasa en la homeostasis de la glucosa se 
debe principalmente a su capacidad glucosensora, ya que al catalizar la fosforilación de 










         
 
         
         
 
       
   
   
                      
                            
                    
       




         
 
       
 
     
         
           
         
           
         
       
 
                        
           
         
       
     
                    
       




           
       
         
     
                      
     
         





                          
                       
                       
                       
                       
     
Clase de compuesto 











Inhibidores de DPP4 













Aumenta la sensibilidad a insulina; 
suprimen la producción de glucosa 
hepática 
Estimulan la secreción de insulina 
Estimulan la secreción de insulina 
Disminuyen la resistencia a insulina por 
activar el receptor de PPARγ 
Reducen la absorción intestinal de 
glucosa 
Estimulan la secreción de insulina, 
aumentan la vida media de GLP‐1, 
disminuyen los niveles de glucagón 
Estimulan la secreción de insulina, 
disminuyen los niveles de glucagón 
Disminuyen el umbral de excreción renal 
de glucosa 
Activan el receptor X de farnesoides/ 
receptor de ácidos biliares 
Modifican la resistencia central a 
insulina 
Ralentizan el vaciado gástrico, efectos 
saciantes, disminuyen los niveles de 
glucagón 
Disminuye la glucemia 
Tratamiento de primera elección. 
Efectos gastrointestinales 
secundarios, lactoacidosis 
Riesgo de hipoglucemia, ganancia 
de peso 
Riesgo de hipoglucemia, ganancia 
de peso, vida media corta 
Aumenta el riesgo cardiovascular, 
ganancia de peso, fragilidad ósea, 
retención de líquidos 
Efectos secundarios a nivel 
gastrointestinal 
Aumentan el riesgo de cáncer de 
tiroides, médula ósea y páncreas; 
aumentan el riesgo de 
pancreatitis 
Aumentan el riesgo de cáncer de 
tiroides, médula ósea y páncreas; 
aumentan el riesgo de 
pancreatitis; solo inyectables 
Efectos diuréticos, pérdida de 
peso, mayor riesgo de infecciones 
urinarias 
Desarrollo como fármaco para la 
disminución de lipidemia 
Hipotensión y náuseas 
Hipoglucemia cuando se 
combinan con otros 
antidiabéticos 
Muy eficaz para el tratamiento de 
diabetes mellitus tipo 1 
Tabla 1. Fármacos antidiabéticos aprobados en la actualidad para el tratamiento de 
diabetes mellitus por US Food and Drug Administration (FDA) y European Medicines 
Agency (EMA). Se muestran los 12 tipos de fármacos utilizados actualmente, el 
mecanismo de acción de estos y sus efectos secundarios u otras consideraciones. 





                         
                       
                             
                               
                     
                     
                                 
                                 
     
Figura 1. Reacción catalizada por las hexokinasas y curvas de saturación por glucosa. 
A. Las cuatro isoformas de hexokinasas humanas catalizan la transferencia del fosfato 
γ del ATP sobre el carbono 6 de la glucosa dando como productos glucosa 6‐fosfato y 
ADP. B. Se muestran las curvas de saturación de la glucokinasa y de la hexokinasa II 
en azul y verde, respectivamente. La glucokinasa presenta una cinética sigmoidea 
respecto a glucosa, a diferencia del comportamiento hiperbólico de las otras 
hexokinasas. Se ha representado el valor de la Km de la hexokinasa II, el valor de la 
S0,5 de la GCK y se indica en rosa el rango de concentración fisiológica de glucosa en 


































                           
                           
                         
                             
                     
                           
                         
                           
                         
                       
                     
                       
                         
                         
                   
                         
                   
 
Figura 2. Esquema de la red de tejidos que expresan glucokinasa y señalización llevada 
a cabo por el eje neuroendocrino. Los tejidos que expresan glucokinasa se han señalado 
mediante la rotulación GCK resaltada en verde. Además del hígado donde se expresa 
más del 99% de la glucokinasa total del organismo, se ha observado expresión del gen 
GCK en células  α,  β y  δ del páncreas, células enteroendocrinas, neuronas del tronco 
encefálico, células hipotalámicas y de la pituitaria. Se muestra en amarillo el flujo de 
glucosa que es incorporada al organismo desde el sistema digestivo y cuya concentración 
es el principal factor modulador de la actividad glucokinasa que controla la secreción de 
insulina y glucagón por parte del páncreas, en cerebro vías eferentes del sistema 
nervioso autónomo, en células digestivas produce la secreción de incretinas, en la 
pituitaria regula la liberación de gonadotropinas y en hepatocitos modula el 
metabolismo celular. Los principales órganos diana para la insulina liberada por el 
páncreas son el hígado, tejido adiposo y músculo, donde estimula la captación y 
utilización de glucosa, junto al cerebro donde además de efectos sobre el metabolismo 
parece tener efectos neuromoduladores, neurotróficos y neuroprotectores (13). A su 
vez, tanto vías eferentes del sistema nervioso autónomo como las incretinas modulan la 





                  
                       
                             
                         
                       
                             
                             
                               
                   
                       
                       
                     
                           
                       
                       
                           
                         
                           
                         
                         
                
                       
                         
1.1 Papel de la glucokinasa en células del eje neuroendocrino. 
La insulina es sintetizada y secretada por las células β pancreáticas en respuesta 
a aumentos de la glucemia. La glucokinasa en estas células actúa como sensor de glucosa, 
permitiendo acoplar la secreción de insulina a las variaciones de glucosa circulante (12). 
Aunque la secreción de insulina puede ser estimulada por aminoácidos, cetoácidos y 
ácidos grasos, la glucosa es el principal estímulo fisiológico (15). La entrada de glucosa a 
la célula β pancreática es facilitada por el transportador de glucosa tipo 2 (GLUT2), el cual 
presenta baja afinidad por glucosa y es muy abundante en este tipo celular, lo que 
confiere alta capacidad de transporte, equilibrando rápidamente la concentración de 
glucosa intracelular con la plasmática (16). Las características cinéticas de la glucokinasa 
permiten que la concentración de glucosa sanguínea determine la velocidad de su 
metabolismo en las células  β pancreáticas. La ausencia de inhibición por glucosa 6‐
fosfato (G6P) y la práctica inexistencia de metabolismo del glucógeno, hacen que sean la 
concentración de glucosa intracelular (prácticamente idéntica a la plasmática), la de ATP 
(generalmente saturante) y la actividad glucokinasa, los factores que regulan el flujo 
glucolítico en células  β pancreáticas. El ATP generado en la glucólisis y en la oxidación 
mitocondrial del piruvato da lugar a un incremento en la relación ATP/ADP intracelular 
que ocasiona el cierre de canales de K+ dependientes de ATP, despolarización de la 
membrana plasmática y, en consecuencia, la apertura de canales de Ca2+ operados por 
voltaje. El aumento de Ca2+ intracelular y otros segundos mensajeros cooperan en la 
secreción de insulina (Figura 3A) (revisado en (12)). 
Los mecanismos de actuación de la glucokinasa en otras células del eje 




                           
                
                       
                         
                             
                         
                           
                       
                               
                             
                           
                             
                             
                           
                 
          
                           
                         
                     
                         
                               
                       
                       
pancreáticas. Este es el caso de la secreción de glucagón por las células α pancreáticas, 
gonadotropas de la pituitaria o células enteroendocrinas (12, 17). 
En el cerebro, la glucokinasa se expresa en distintas poblaciones neuronales del 
hipotálamo y del tronco cerebral, actuando como sensor para regular la homeostasis de 
glucosa y el apetito. El papel de la glucokinasa neuronal en la regulación de la 
homeostasis de glucosa parece estar mediado principalmente a través de la actividad de 
la enzima en los núcleos ventromedial del hipotálamo y medial de la amígdala, regulando 
la respuesta contrarreguladora a la hipoglucemia (revisado en (18)). Esta enzima juega 
un papel central en la sensibilidad de estas neuronas a los niveles de glucosa, tanto las 
excitadas (GE) como las inhibidas por glucosa (GI). El papel de la glucokinasa en la 
secreción de neurotransmisores por las neuronas GE es similar al descrito para las células 
β pancreáticas. En el caso de las neuronas GI el mecanismo es menos conocido. Se ha 
propuesto que el incremento de ATP derivado del metabolismo de la glucosa, a partir de 
la glucokinasa, resulta en la inhibición de la actividad neuronal debido a la estimulación 
de bombas Na+/K+ ATPasas que hiperpolarizan la membrana (19‐21). 
1.2 Papel de la glucokinasa hepática. 
El 99,9% de la glucokinasa total del organismo se encuentra en el hígado. Además, 
son las células del parénquima hepático las que presentan una mayor actividad específica 
comparada con otras células que expresan glucokinasa (12). Su actividad influye 
fuertemente en el metabolismo intermedio hepático, el cual es crucial para la 
homeostasis de la glucosa. Tras la ingesta, el hígado capta glucosa de la sangre y la 
almacena en forma de glucógeno, mientras que durante el ayuno libera glucosa 




                     
          
                           
                         
                                   
                             
                             
                         
                   
                       
                         
                   
                           
                       
                     
                             
                         
                       
       
                         
                     
                             
                         
hepático depende de la relación hormonal insulina/glucagón, así como de la 
concentración de glucosa plasmática (22). 
En el hígado el transporte de glucosa también es mediado por GLUT2, así la 
actividad GCK permite que las variaciones en la glucemia se traduzcan rápidamente en 
cambios en la tasa de fosforilación de glucosa y por lo tanto en la velocidad de su entrada 
en el metabolismo hepático (23). La G6P producida por la glucokinasa es el punto de 
partida para la glucólisis, síntesis de glucógeno y ruta de las pentosas fosfato en el 
hepatocito (Figura 3B). La síntesis y degradación de glucógeno son catalizadas por la 
glucógeno sintasa, y la glucógeno fosforilasa respectivamente. La glucógeno sintasa 
utiliza como sustrato UDP‐Glucosa generada a partir de G6P en dos reacciones 
consecutivas. Además, la G6P actúa como activador alostérico de la glucógeno sintasa y 
facilita la defosforilación e inhibición de la glucógeno fosforilasa (24‐28). 
Un aumento de G6P provoca un incremento del flujo glucolítico y una mayor 
producción de piruvato, que es transformado en acetil‐CoA en la mitocondria y 
posteriormente en citrato, activador de la síntesis de ácidos grasos. Además, 
intermediarios del ciclo de Krebs son punto de partida de la síntesis de aminoácidos y 
otros compuestos nitrogenados (29). La ruta de las pentosas fosfato permite obtener, a 
partir de G6P, NADPH y ribulosa‐5‐fosfato, necesarios para la síntesis de macromoléculas 
como lípidos y nucleótidos. 
Debido a que, según se describe más adelante, la expresión de la glucokinasa 
hepática es inducida por insulina, un incremento en la relación insulina/glucagón 
aumenta el efecto de esta enzima sobre todas estas rutas. El control que ejerce la 




                           
 
                
                           
                   
                       
                       
                         
                           
                       
                             
                   
                       
     
                     
                   
                             
                             
                           
                               
                       
                             
hepatocito la capacidad de regular el metabolismo de la glucosa en función de la 
glucemia. 
1.3 Modelos experimentales de supresión o sobreexpresión de glucokinasa. 
El papel fisiológico de la glucokinasa en la homeostasis de la glucosa ha quedado 
confirmado en los múltiples modelos experimentales analizados y fundamentalmente en 
las patologías asociadas a mutaciones de la glucokinasa en humanos. Ratones deficientes 
en glucokinasa (gck ‐/‐), muestran muy bajo contenido de glucógeno hepático y ausencia 
de secreción de insulina estimulada por glucosa, por lo que mueren como consecuencia 
de hiperglucemia severa a los pocos días de nacer (30‐32). Los heterocigotos (gck +/‐) 
son viables pero presentan hiperglucemia y alteraciones en la secreción de insulina 
estimulada por glucosa (30, 32, 33). Por el contrario, la sobreexpresión del gen gck en 
ratones transgénicos incrementa la acumulación de glucógeno hepático, reduce la 
glucemia y los hace resistentes a desarrollar hiperglucemia e hiperinsulinemia debida a 
dietas grasas (34‐37). 
También se han desarrollado modelos animales específicos de tejido y modelos 
celulares. Ratones homocigotos (gck  ‐/‐) para la isoforma neuroendocrina o específica 
de células β muestran un fenotipo similar al de ratones con supresión total del gen gck 
(31, 38). La supresión del gen gck en células β de ratones adultos resulta en la inhibición 
de la secreción de insulina e hiperglucemia severa, además de aumentar la apoptosis y 
disminuir la proliferación de este tipo celular (39). En contraste, los ratones en los que se 
ha inactivado la forma hepática de la glucokinasa, presentan hiperglucemia y claros 




                           
                         
                     
                           
                         
                     
                       
     
                 
                               
                   
                 
                     
                       

















hepática (31, 40). Estos estudios ponen de manifiesto que la glucokinasa de la célula β 
ejerce un mayor impacto en la homeostasis de glucosa que la isoforma hepática. 
La sobreexpresión de glucokinasa en hepatocitos aislados resulta en un aumento 
de la producción de glucógeno y la oxidación de glucosa, proporcional al incremento de 
actividad glucokinasa (24, 25, 41). Por el contrario, la sobreexpresión de glucokinasa en 
islotes pancreáticos aislados, no parece tener un efecto significativo sobre el 
metabolismo glucídico ni la secreción de insulina comparada con la sobreexpresión de 
hexokinasa I (42). 
En ratones transgénicos, la sobreexpresión moderada de glucokinasa hepática 
permite disminuir la glucemia a la vez que la insulinemia, sin generar un aumento en los 
niveles circulantes de triglicéridos (43, 44). Contrariamente, si se observó 
hipertrigliceridemia en ratas modificadas con adenovirus que presentaban elevada 
actividad de glucokinasa hepática (45). En modelos de ratones diabéticos, la 
sobreexpresión de la glucokinasa hepática permitió normalizar la glucemia y disminuir la 






























                       
                           
                           
                           
                           
                           
                         
                           
                           
                               
                             
                             
                           
                           
                         
                               
                         
                       
                               
                     
                         
     
Figura 3 (Página siguiente). Modelo esquemático de la acción glucosensora de la 
glucokinasa en la célula β pancreática y en el hepatocito. La glucokinasa juega un papel 
fundamental regulando la entrada de glucosa en el metabolismo celular. A) Se ilustra el 
papel de la glucokinasa como sensor de glucosa en una célula β pancreática regulando la 
secreción de insulina en respuesta a este azúcar. Ante un aumento de glucemia, la 
glucosa entra en la célula por el transportador GLUT2, la glucokinasa genera G6P que 
será metabolizada aumentando la concentración de ATP en la célula, a consecuencia de 
ello se produce el cierre de canales de K+ dependientes de ATP despolarizándose la 
membrana y activando canales de Ca2+ operados por voltaje, la apertura de estos causa 
un aumento de la concentración de Ca2+ intracelular que da lugar a la fusión de los 
gránulos de insulina con la membrana plasmática y por tanto a la secreción de esta 
hormona. B) Se muestra el papel de la glucokinasa en una célula hepática regulando el 
metabolismo en función de los niveles de glucosa. Ante un aumento de glucemia, la 
glucosa entra a través del transportador GLUT2 y es fosforilada por la glucokinasa. El 
aumento de los niveles de G6P derivados de la actividad glucokinasa, además de 
aumentar glucogenogénesis, da lugar a un aumento de la tasa glucolítica y de la ruta de 
las pentosas fosfato. El piruvato generado en la glucólisis entra en la mitocondria 
generando acetil‐CoA que se incorpora al ciclo de Krebs. Los fenómenos catabólicos 
descritos, dan lugar a la producción masiva de energía en forma de ATP y NADPH, además 
de precursores de aminoácidos, nucleótidos y ácidos grasos, activándose las rutas 
anabólicas para la síntesis de estos. ACC. Acetil‐CoA Carboxilasa. FAS. Ácido graso sintasa. 
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1.4 Patologías asociadas a la glucokinasa humana mutada. 
Mutaciones que afectan al gen de la glucokinasa pueden causar distintas 
alteraciones en la homeostasis de la glucosa en humanos, que reflejan en gran medida 
los efectos observados en los modelos animales. Las primeras mutaciones en el gen de 
la glucokinasa asociadas a enfermedad se describieron en 1992 (47, 48), desde entonces 
se han identificado casi 700 mutaciones en el gen GCK en todo el mundo (49). 
Mutaciones que inactivan a la glucokinasa causan hiperglucemia familiar o MODY2 
(Maturity‐Onset Diabetes of the Young type 2; OMIM# 125851) cuando se presentan en 
heterocigosis y diabetes neonatal permanente (PNDM‐GCK; OMIM# 606176) cuando se 
encuentran en homocigosis o en doble heterocigosis. Por el contrario, mutaciones 
activadoras causan hipoglucemia hiperinsulinémica (HH‐GCK; OMIM# 602485) (50). 
 Hiperglucemia familiar o MODY2. El término MODY (Maturity‐onset 
diabetes of the Young) hace referencia a un conjunto heterogéneo de diabetes 
monogénicas caracterizadas por una aparición temprana, generalmente antes de los 25 
años y que presentan un patrón de herencia autosómico y dominante (51, 52). Hasta la 
fecha, se han identificado al menos 13 loci asociados a distintos subtipos de MODY (53). 
El subtipo MODY2, causado por mutaciones inactivantes en uno de los alelos del gen GCK 
es uno de los subtipos de MODY más frecuentes (54). Se ha estimado que la prevalencia 
de MODY2 en la población europea es de 1,1 de cada 1000 individuos, aunque este dato 
podría estar infravalorado debido a que la falta de diagnóstico genético puede resultar 
en el diagnóstico erróneo de estos individuos como diabéticos Tipo 1 o, en la mayor parte 




                     
                                   
                       
                         
                           
                       
            
                         
                         
                               
                           
                       
                         
                             
                           
                               
                             
                       
                
                
                     
                           
                         
Los pacientes MODY2, se caracterizan por presentar una leve hiperglucemia en 
ayunas, con valores entre 5,5 y 8,3 mM (referencia < 5,5 mM) y HbA1c entre 5,8 y 7,6% 
(referencia < 5,7%) (56). Aunque la hiperglucemia puede detectarse desde el nacimiento, 
frecuentemente el diagnóstico se realiza a edades más avanzadas debido a la escasa 
sintomatología que, salvo en raras ocasiones, no se deteriora con la edad (57‐59). Estos 
pacientes no suelen desarrollar otras complicaciones clínicas típicas de la diabetes (55), 
y generalmente tampoco requieren tratamiento farmacológico (60). 
Debido a que la glucokinasa actúa como sensor de glucosa en las células  β 
pancreáticas, la inactivación parcial de la enzima causa un aumento del umbral de 
glucosa para la secreción de insulina por encima de lo normal (5 mM). De esta manera, 
el control de la glucemia se realiza a unos niveles de glucosa circulantes ligeramente 
superiores, causando la hiperglucemia típica de estos pacientes (23). Además, se ha 
observado que los pacientes MODY2 suelen presentar bajo peso al nacer, cuando la 
madre no porta la mutación. Por el contrario, los hijos no portadores de madres MODY2 
suelen presentar mayor peso al nacimiento que la media de la población, indicando los 
efectos de las mutaciones sobre la secreción de insulina y la influencia de está sobre el 
crecimiento fetal (revisado en (55)). Por otra parte, debido a la función de la glucokinasa 
en los hepatocitos, los individuos MODY2 muestran una síntesis de glucógeno defectiva 
y mayor tasa de gluconeogénesis tras la ingesta (61). 
 Diabetes Mellitus Neonatal Permanente (PNDM) asociada a mutaciones 
en la glucokinasa. La diabetes neonatal se define como una hiperglucemia 
insulinodependiente que se manifiesta desde los primeros meses de vida y que afecta a 




                       
                           
                         
                           
                             
        
                     
                             
                         
                       
                         
                           
                           
                
                     
                                 
                             
                         
                     
                         
                             
                             
           
Mellitus Neonatal Transitoria; TNDM), mientras que el resto es permanente (62). La 
PNDM está causada por mutaciones en genes que juegan un papel central en el 
desarrollo, la supervivencia y la función de las células β pancreáticas (63). Las principales 
causas de PNDM son mutaciones activadoras en los genes KCNJ11 y ABCC8 que codifican 
para los canales de K+ dependientes de ATP y mutaciones inactivantes del gen de la 
insulina (revisado en (64)). 
La diabetes neonatal permanente causada por mutaciones en el gen GCK (PNDM‐
GCK) es muy poco frecuente y ocurre cuando los dos alelos del gen GCK portan 
mutaciones que inactivan a la enzima (65). Las características clínicas de los pacientes 
afectados por PNDM‐GCK suelen ser retraso del desarrollo intrauterino, bajo peso al 
nacer y grave hiperglucemia que, en ocasiones, va asociada a cetoacidosis desde los 
primeros días de vida (66, 67). Estos pacientes requieren tratamiento con insulina y en 
algunas ocasiones el uso de sulfonilureas permite mejorar el control de la glucemia (66). 
 Hipoglucemia hiperinsulinémica (HH) debida a mutaciones en la 
glucokinasa. El hiperinsulinismo congénito es una entidad clínica heterogénea, tanto en 
la edad de comienzo como en la severidad y en la respuesta a la medicación (68). No 
obstante en todos los casos la causa de la hipoglucemia es una desregulación en la 
secreción de insulina (69, 70). Es importante el diagnóstico temprano de la enfermedad, 
puesto que la hipoglucemia continua y recurrente puede ocasionar daños cerebrales 
irreversibles. En aproximadamente la mitad de los casos descritos, la causa genética de 
la enfermedad es desconocida, en el resto de los casos una gran proporción (40 ‐ 45%) 
se deben a mutaciones inactivantes en los genes que codifican para los canales de K+ 




                   
                                 
                         
                         
                           
                       
                     
                             
                 
                     
                     
   
La hipoglucemia hiperinsulinémica causada por mutaciones en el gen GCK (HH‐
GCK) es muy poco frecuente (aproximadamente el 1% de los casos de HH) (72) y se debe 
a mutaciones activadoras con un patrón de herencia autosómico y dominante. La base 
fisiopatológica de la HH‐GCK es que el aumento de actividad glucokinasa disminuye el 
umbral de glucosa para la secreción de insulina, dando lugar a una hipersecreción de 
insulina incluso en condiciones de hipoglucemia. Los pacientes con HH‐GCK suelen ser 
tratados mediante comidas frecuentes y/o con diazóxido, que mantiene abiertos los 
canales de K+ dependientes de ATP (73). Sin embargo, en casos más graves ha sido 
necesaria realizar una pancreatectomía parcial, observándose tras un examen 
histológico que, el páncreas mostraba ciertas anormalidades como islotes de mayor 




          
                         
                       
                           
                           
                           
                         
                               
               
                  
 
                   
                               
                       
                       
                       
                           
                         
                                 
                   
                   
                       
                           
2. Biología molecular de la glucokinasa. 
El papel fundamental de la glucokinasa en la regulación de la homeostasis de 
glucosa se debe a sus características diferenciales, tanto cinéticas como reguladoras. La 
baja afinidad por glucosa y el comportamiento sigmoideo en la curva de saturación por 
este sustrato, con un punto de inflexión próximo a los niveles de glucemia basal, 
permiten una actividad óptima de la enzima en el rango fisiológico de concentración de 
glucosa (12) (Figura 1B). La cooperatividad respecto a la glucosa, característica de la 
cinética enzimática de la glucokinasa, se explica en base a su modelo estructural y a los 
cambios conformacionales que se producen durante la catálisis. 
2.1. Estructura de la glucokinasa, modelo cinético y cooperatividad por 
glucosa. 
Los modelos clásicos propuestos para explicar la cooperatividad asumen la 
existencia de varias subunidades o bien de varios centro activos, por lo que no son válidos 
para comprender la cinética enzimática de la glucokinasa, que actúa en forma 
monomérica y presenta un único centro activo (74, 75). Los estudios estructurales 
realizados por Kamata y colaboradores (76) pusieron de manifiesto que la glucokinasa 
presenta una estructura bipartita con un dominio mayor y otro menor unidos por una 
región bisagra que contiene tres bucles conectores. El primero de ellos, según estos 
estudios, cubre los residuos de aminoácido 64 a 72 y es mucho más grande y flexible que 
en las demás hexokinasas, suponiendo esto una característica diferencial con 
consecuencias conformacionales. También pusieron de manifestó la existencia de una 
conformación super‐abierta en ausencia de glucosa y cualquier otro ligando y una 





                           
                     
                         
                     
                           
                         
                             
                         
                               
                             
                             
                     
                           
                             
                     
                       
                           
                     
                               
                       
                           
                           
amino‐4‐fluoro5‐[(1‐metil‐1H‐imidazol‐2‐YL)sulfanil]‐N‐(1,3‐tiazol‐2‐YL)benzamida), 
unido al sitio alostérico (Figuras 4A y 4B) (76). Estudios posteriores han demostrado la 
existencia de otras conformaciones intermedias, entre las que se incluyen la 
conformación abierta, equivalente al estado abierto de la hexokinasa I (77‐79), y han 
permitido redefinir algunos aspectos estructurales tales como el primer bucle conector, 
que según los últimos estudios cubre los residuos de aminoácido 47 a 71 (80). 
En la conformación cerrada, la glucokinasa forma una hendidura en la que se 
encuentra el sitio de unión de la glucosa que interacciona tanto con residuos del dominio 
mayor (Glu256, Glu290), como del menor (Thr168, Lys169) y del segundo bucle conector 
(Asn204, Asp205), que forma parte de la región bisagra (76). Debido a que el primer bucle 
conector es más largo y flexible, en ausencia de glucosa y otros ligandos, la glucokinasa 
adopta una conformación más abierta de la que puede adoptar la hexokinasa I, por lo 
que se ha denominado conformación super‐abierta. En esta conformación la glucokinasa 
tiene baja afinidad por glucosa, debido a que los residuos del dominio menor implicados 
en la interacción con el sustrato se encuentran alejados del sitio de unión. Este estado 
super‐abierto resulta en que los cambios conformacionales necesarios para adoptar la 
conformación cerrada sean mucho mayores que los observados para la hexokinasa I. 
Además de producirse un acercamiento de ambos dominios y una rotación de 99º entre 
ellos, se producen múltiples reordenamientos estructurales, sobre todo en el dominio 
menor (Figura 4C). La hélice α‐13 se libera del dominio menor y un bucle que cubre los 
residuos 151 a 180, que se encuentra desorganizado en la conformación super‐abierta, 
se estructura en forma de lámina β en la conformación cerrada (Figura 4A) (revisado en 




                             
             
                       
                         
                       
                               
                   
                           
                             
                             
                         
                     
                           
  
 
bisagra e incluye a residuos de ambos dominios dentro de la lámina β‐1, las hélices α‐5 y 
α‐13 y del primer bucle conector (76). 
La cooperatividad por glucosa ha sido explicada por dos modelos, el modelo 
mnemónico y el modelo de transición lenta inducida por ligando (79). Ambos modelos 
atribuyen la cooperatividad a que los cambios conformacionales inducidos por la glucosa 
son mucho más lentos que los que se dan durante la catálisis. A baja concentración de 
glucosa, la glucokinasa se encuentra principalmente en su conformación super‐abierta, 
de baja afinidad. Con la unión de glucosa, la enzima sufre un cambio conformacional 
lento, pasando por múltiples estados intermedios, a la forma cerrada, la cual une ATP y 
cataliza la reacción. Tras liberar los productos, si la concentración de glucosa es baja, la 
proteína se relaja lentamente hasta la conformación super‐abierta. Si por el contrario, la 
concentración de glucosa es elevada, se unen nuevas moléculas de sustrato, 





                     
                         
                           
                       
                               
                         
                       
                     
                               
                         
                   
                       
Figura 4. Representación esquemática de la estructura proteica de la glucokinasa. 
A) Se muestra la ordenación de las estructuras secundarias de la glucokinasa en 
presencia de glucosa (hexágono azul claro) y el GKA MRK (rectángulo azul oscuro). La 
glucokinasa está constituida por un dominio mayor (amarillo) y un dominio menor 
(rojo). Las regiones conectoras I a III según (80) se muestran con línea verde. La hélice 
α‐13 (naranja) del extremo C‐terminal forma parte del dominio menor de la enzima 
en la conformación cerrada. B) La estructura proteica de la glucokinasa en 
conformación cerrada (PDB código IV4S) se ha representado utilizando el programa 
PyMOL. La glucokinasa se ha representado en gris unida a glucosa (azul claro) y al GKA 
MRK (azul oscuro). C) Se muestran las conformaciones super‐abierta y cerrada de la 
glucokinasa y se indican los cambios conformaciones más significativos que 






                     
                         
                             
                             
                             
                                   
           
Figura 5. Modelo cinético de la glucokinasa. Se muestran tres conformaciones 
diferentes (cerrada, abierta y super‐abierta) sobre las que se basa el modelo cinético 
y los dos posibles ciclos catalíticos que pueden darse (rápido y lento). La relación entre 
los dos ciclos es responsable de la cooperatividad por glucosa. El ciclo lento es aquel 
que comienza con la unión de la glucosa a la forma super‐abierta inactiva de la 
enzima, y el ciclo rápido en el que se une a la conformación abierta activa, similar a la 




          
                           
                   
      
          
                               
                 
                               
                           
                       
                                 
                                   
                       
                             
                       
                         
                           
                     
                           
                           
                       
                     
2.2. Regulación de la actividad glucokinasa. 
La regulación de la glucokinasa se produce tanto a nivel de expresión génica como 
a nivel postraduccional, existiendo diferencias importantes a ambos niveles entre 
distintos tipos celulares. 
2.2.1. Regulación de la expresión génica. 
El gen GCK humano está compuesto por 12 exones y se transcribe a partir de dos 
promotores alternativos, distanciados por aproximadamente 30 Kb. El promotor 
proximal es activo en el hígado, mientras que el distal regula la transcripción de la enzima 
en células del eje neuroendocrino. De esta manera existe una regulación de la expresión 
de la glucokinasa diferente en hepatocitos y células neuroendocrinas. El promotor distal 
permite la transcripción de los exones 1a y 2 a 10, mientras que el promotor proximal lo 
hace de los exones 1b, 1c y 2 a 10, de manera que existen dos isoformas de la 
glucokinasa, la neuroendocrina y la hepática, que difieren en los 15 primeros 
aminoácidos de los 465 que constituyen la proteína, sin que ello cause diferencias en las 
características cinéticas (Figura 6) (23, 82). Clásicamente se ha considerado que la 
expresión de la glucokinasa a partir del promotor neuroendocrino se da de forma 
constitutiva y que la regulación de la actividad glucokinasa en estas células se produce 
principalmente a nivel postranscripcional y/o postraduccional (83, 84). No obstante, se 
ha descrito que la expresión de la glucokinasa en las células del eje neuroendocrino 
podría estar modulada por insulina, de tal manera que a nivel pancreático esta hormona 
estaría actuando de forma autocrina (85). Además, existen evidencias de que la 




                           
       
                     
                           
                               
                               
                         
                           
                     
                         
                           
                           
                           
                           
                           
                       
                           
                         
 
 
regulada por otros factores como el AMP cíclico (AMPc) generado por la vía de 
señalización del glucagón (86). 
La expresión génica de la glucokinasa en hepatocitos se encuentra principalmente 
regulada por la acción hormonal, siendo la insulina el principal factor estimulador. En 
ayuno y en situaciones de deficiencia de insulina, como en la diabetes tipo I, la expresión 
de la glucokinasa hepática se mantiene muy baja, pero se incrementa tras la ingesta o el 
tratamiento con insulina (23). La acción estimuladora de la insulina sobre la transcripción 
del gen de la glucokinasa es contrarrestada por glucagón, análogos del AMPc y altas 
concentraciones de glucosa, mientras que otras hormonas como los glucocorticoides y 
la hormona tiroidea tienen efectos permisivos sobre la inducción (Revisado en (81)). La 
activación transcripcional del gen GCK ocurre a través de las dos principales vías de 
señalización de la insulina, la vía de la 3‐fosfoinosítido kinasa (PI3K)/ proteína kinasa B 
(PKB) y la vía de las proteínas kinasas activadas por mitógenos (MAPKinasas). Ambas vías 
parecen regular la acción de los múltiples factores de transcripción que, según se ha 
descrito, son capaces de unirse al promotor hepático del gen GCK, incluyendo al factor 
nuclear hepatocítico 4α (HNF 4α), el factor 1α inducible por hipoxia (HIF‐1α), el receptor 
activador de la proliferación de peroxisomas γ (PPAR‐γ) y la isoforma 1c de la proteína 





                         
                  
                                    
                           
                   
                   
                               
                             
                           
         
Figura 6. Representación esquemática del gen GCK. Se muestra un esquema de la 
región cromosómica que cubre las posiciones hg38 chr7: 44.144.275  ‐44.189.423, 
que se corresponde con 45,15 Kb de la hebra – en la banda 13 del brazo corto del 
cromosoma 7 (7p13) y que codifica para la glucokinasa. Los exones se muestran como 
rectángulos azules numerados separados por intrones, representados como líneas. Se 
han representado los promotores distal (neuroendocrino) y proximal (hepático) como 
flechas verdes. Los exones 1a y 2 a 10 codifican para la forma neuroendocrina de la 
glucokinasa mientras que los exones 1b y 2 a 10 codifican para la isoforma L1 
mayoritariamente hepática, mientras que los exones 1b, 1c y 2 a 10 codifican para 




            
                 
                   
                           
                               
                     
                               
                             
     
                       
                                 
                   
                         
                               
                             
                     
            
                       
                       
                       
                             
                         
2.2.2. Regulación postranscripcional de la actividad glucokinasa. 
Los mecanismos de regulación postraduccional de la actividad glucokinasa 
incluyen modificaciones covalentes e interacciones con otras proteínas y con 
metabolitos (81). Uno de los principales mecanismos que regulan la actividad de la 
enzima en todos los tejidos es la concentración de glucosa. Debido a la curva de actividad 
sigmoidea, los niveles de este sustrato controlan finamente la actividad glucokinasa. 
Además, la unión de glucosa a la enzima produce la estabilización de la proteína, e incluso 
se ha sugerido que este azúcar podría estabilizar su mRNA frente a la degradación (83, 
84, 87, 88). 
Aunque in vitro se han descrito distintas modificaciones covalentes, no está claro 
el efecto que estas tienen in vivo, y en algunos de los casos se desconoce si estas 
modificaciones se producen fisiológicamente. La fosforilación de proteínas mediada por 
la kinasa dependiente de AMPc (PKA) es uno de los principales mecanismos efectores 
por los cuales disminuye la tasa glucolítica en respuesta a glucagón (89, 90). A pesar de 
que la glucokinasa es fosforilada in vitro por la PKA produciendo una disminución de la 
actividad enzimática, se desconoce si fisiológicamente esta fosforilación inhibe a la 
glucokinasa en respuesta a glucagón (91‐93). 
Los residuos de cisteína de la glucokinasa son susceptibles de oxidación o 
nitrosilación. En ausencia de agentes reductores, los residuos de cisteína próximos al 
centro activo se pueden oxidar formando puentes disulfuro que impiden los cambios 
conformacionales que se dan durante la catálisis (94). Además, se ha descrito que en la 




                     
 
                     
                       
                 
                         
                   
                       
                         
                       
                     
                         
                             
                      
                       
                         
                       
                         
                   
                           
                         
                      
reversible por la óxido nítrico sintasa mediante un proceso denominado S‐nitrosilación 
(95). 
En general, la modificación postraduccional mediante la unión covalente de las 
proteínas ubiquitina o SUMO (small ubiquitin‐like modifier) a residuos de lisina, regula 
múltiples procesos celulares como interacciones proteína‐proteína, localización celular y 
estabilidad proteica (96). Se ha descrito que la glucokinasa, en especial la isoforma 
pancreática, puede ser modificada covalentemente in vitro mediante ubiquitinación y 
sumoilación (97‐99). Experimentos in vitro pusieron de manifiesto que la ubiquitina es 
capaz de activar alostéricamente a la glucokinasa y que puede unirse covalentemente a 
múltiples lisinas de esta, por acción de una ubiquitina ligasa (97). Posteriormente, 
experimentos realizados en cultivos celulares mostraron que la inhibición del sistema 
ubiquitina‐proteasoma, a la par que aumenta la cantidad de glucokinasa en la célula, 
produce la inclusión de esta en agresomas (98). Por lo tanto parece que la ubiquitina 
podría regular tanto la actividad como la estabilidad de la glucokinasa. 
Como ya se ha mencionado, los quince primeros aminoácidos varían entre 
las formas pancreática y hepática de la glucokinasa, aunque este hecho no suponga 
ninguna diferencia en la cinética enzimática, puede constituir un punto de regulación 
diferencial puesto que, en la isoforma neuroendocrina la Lys12 forma parte de una 
secuencia susceptible de ser modificada por sumoilación. Experimentalmente se ha 
observado que, en la glucokinasa pancreática las lisinas que ocupan las posiciones 12 y 
346 (este último compartido con la isoforma hepática) pueden ser sumoiladas por la 




                   
                       
                           
                           
                         
                             
                       
                   
                    
                     
                       
                         
                 
                     
                           
                         
                       
                               
                                  
       
 
La actividad glucokinasa también puede verse sometida a regulación alostérica. 
Los acil‐CoAs de cadena larga como el palmitoil‐CoA, son potentes inhibidores alostéricos 
(100, 101). En hepatocitos se ha observado un efecto inhibitorio de la fosforilación de 
glucosa en presencia de palmitato, lo que sugiere que la actividad glucokinasa podría ser 
inhibida de manera fisiológica a altas concentraciones de ácidos grasos (101). Por otro 
lado, el descubrimiento de que los GKAs se unen al sitio alostérico, pone de manifiesto 
que es posible la existencia de metabolitos que pudieran actuar como activadores 
alostéricos fisiológicos, aunque aún no se haya identificado ninguno (102). 
2.2.3. Regulación de la glucokinasa por interacción con otras proteínas celulares. 
La glucokinasa puede interaccionar con otras proteínas celulares afectando a su 
actividad enzimática, su estabilidad proteica y su localización subcelular. Entre estas se 
encuentran la óxido nítrico sintasa neuronal (nNOS) (95), la proteína proapoptótica de la 
familia de Bcl‐2, BAD (103), la enzima bifuncional 6‐fosfofructo‐2‐kinasa‐2,6‐bisfosfatasa 
(PFK2‐Pasa) (104) y la proteína reguladora de la glucokinasa (GKRP) (105). 
La glucokinasa, a través de su interacción con la isoforma neuronal de la óxido 
nítrico sintasa (nNOS), puede asociarse a los gránulos de insulina en las células  β 
pancreáticas. Esta asociación, que ocurre a baja concentración de glucosa, limita la 
actividad de la enzima (95, 106, 107). La activación de nNOS por calcio e insulina resulta 
en la nitrosilación de la Cys371 de la glucokinasa y la liberación de la enzima activa al 




                       
                         
                     
                         
                             
                         
                       
                             
                         
                           
                         
                       
         
         
                       
                       
                               
                             
                    
                       
                           
                         
                       
               
BAD (Bcl‐2‐associated death promoter) es una proteína con un papel central en 
el proceso de apoptosis que interacciona con la glucokinasa, dentro de un complejo 
multiproteico asociado a la membrana mitocondrial, tanto en células  β como en 
hepatocitos (103). La fosforilación de BAD en su dominio BH3 promueve su interacción 
con la glucokinasa activando a la enzima (110). La activación ocurre por la unión del 
dominio BH3 de BAD al dominio menor de la glucokinasa, facilitando los cambios 
conformacionales necesarios para la catálisis. Así la unión de BAD produce un 
incremento de la Vmax sin alterar la afinidad ni la cooperatividad por glucosa (111). Se 
ha observado que, hepatocitos con deficiencia de BAD presentan una disminución de la 
glucólisis y la oxidación mitocondrial y un aumento de la gluconeogénesis (112, 113). En 
células β pancreáticas la interacción de BAD con la glucokinasa potencia la secreción de 
insulina y la supervivencia celular, contribuyendo a mantener la masa de células 
productoras de insulina (110, 114). 
La enzima bifuncional 6‐fosfofructo‐2‐kinasa‐2,6‐bisfosfatasa (PFK2‐Pasa) 
cataliza la formación y degradación de fructosa 2,6‐bisfosfato (Fru‐2,6‐P2), uno de los 
principales activadores del flujo glucolítico e inhibidor del gluconeogénico (115, 116). La 
síntesis de Fru‐2,6‐P2 tiene lugar a partir de fructosa 6‐fosfato y ATP gracias a la actividad 
kinasa de la enzima (PFK2) y la degradación de Fru‐2,6‐P2 es catalizada por su actividad 
fosfatasa (Pasa) (115‐117). Tanto en células  β como en hepatocitos, cuando las 
concentraciones de glucosa son elevadas, la PFK2‐Pasa a través del dominio fosfatasa 
toma contacto con la glucokinasa activándola de manera similar a como lo hace BAD 
(104, 118, 119). Además, se ha observado un aumento de glucokinasa cuando se 
coexpresa la enzima bifuncional en hepatocitos, sugiriendo que la PFK2‐Pasa protege a 




                    
       
                   
                       
                         
                                 
                          
                           
                             
             
                         
                       
                               
                         
                         
                 
                         
                     
                             
                             
                             
                       
                                 
2.2.4. Proteína reguladora de la glucokinasa y regulación de la distribución núcleo‐
citoplasmica de la enzima. 
La proteína reguladora de la glucokinasa interacciona con la glucokinasa 
inhibiendo a la enzima y regulando su localización núcleo‐citoplásmica en los hepatocitos 
(revisado en (23, 121)). La importancia fisiológica de la regulación de la glucokinasa 
hepática por la GKRP es bien conocida. Sin embargo, no lo es tanto en otros tejidos que 
expresan GKRP como el hipotálamo (122, 123). En cuanto a la célula  β pancreática, la 
expresión de GKRP es demasiado baja, por lo que sería insuficiente para regular la 
glucokinasa expresada en estas células (124). De hecho, no se ha descrito la presencia de 
glucokinasa en el núcleo de las células β pancreáticas. 
La GKRP fue descubierta en 1989 por Van Schaftingen y permitió descifrar dos 
grandes incógnitas que sugerían la existencia de algún mecanismo inhibitorio de la 
glucokinasa en el hígado (125). La primera era que la tasa de fosforilación de glucosa era 
mayor al utilizar glucokinasa purificada que la observada en hepatocitos, y la segunda 
que la tasa de fosforilación de glucosa en las células hepáticas era fuertemente 
estimulada a concentraciones micromolares de fructosa (126, 127). Ambas 
observaciones son atribuibles a la inhibición de la glucokinasa por GKRP en los 
hepatocitos. La GKRP inhibe la actividad glucokinasa disminuyendo su afinidad por 
glucosa, pero no actúa sobre otras hexokinasas (105). Además, la afinidad de la GKRP por 
la glucokinasa es superior a la que presenta cualquiera de las demás proteínas que se 
unen a esta enzima (81). La unión máxima de glucokinasa a GKRP ocurre a baja 
concentración de glucosa, la cual favorece la conformación super‐abierta inactiva de la 




                         
                           
                         
                             
                             
                       
                             
                         
                         
               
                             
                     
                         
                       
                                 
                              
                                 
                         
                                 
                         
                        
 
por fructosa 6‐fosfato (F6P) y disminuida por fructosa 1‐fosfato (F1P) y fosfato inorgánico 
(105). Los efectos contrarios de F1P y F6P son debidos a que ambos metabolitos 
compiten por el mismo sitio de unión en la GKRP, estabilizando dos conformaciones 
distintas. La conformación estabilizada por F6P es la que exhibe alta afinidad de unión a 
la glucokinasa (128‐131). El sentido fisiológico de esta regulación es que tras la ingesta la 
fructosa absorbida es fosforilada por la fructokinasa hepática produciendo F1P, que al 
unirse a la GKRP facilita la liberación de la glucokinasa activa para fosforilar glucosa. El 
efecto de la F6P podría suponer un mecanismo indirecto de retrohinhibición de la 
actividad glucokinasa, puesto que debido a la acción de la fosfo‐hexosa‐isomerasa, la F6P 
se encuentra en equilibrio con la G6P (132). 
La GKRP es una proteína de 68 KDa cuyo gen ha evolucionado desde una familia 
de genes ancestrales procariotas que codificaban para proteínas con dominios isomerasa 
de azúcares (SIS) (133). Recientemente la GKRP humana ha sido cristalizada en dos 
conformaciones, la de mayor afinidad por glucokinasa, unida a sorbitol 6‐fosfato (S6P; 
análogo que mimetiza los efectos de la F6P) (134), y la de menor afinidad por la enzima, 
unida a F1P o fosfato inorgánico (135). Se han descrito tres dominios en la estructura de 
la GKRP, dos dominios SIS en la mitad N‐terminal de la proteína (SIS‐1, residuos 45 a 284 
y SIS‐2, residuos 289 a 498), coronados por el dominio α helicoidal C‐terminal (dominio 
tapa) y los residuos 6 a 44 del extremo N‐terminal. El S6P, o alternativamente la F1P, se 
unen a la misma cavidad cerca del dominio SIS‐1, modificando la conformación del 




                           
                         
                           
                                 
                       
                           
                    
                           
                       
                           
                       
                                 
                             
                     
                       
                               
                             
       
   
Identificar los dominios de contacto de la glucokinasa con la GKRP ha sido objeto 
de estudio durante años. Inicialmente se propuso un modelo en el cual residuos 
localizados en el dominio menor y la región bisagra estarían implicados en la interacción 
con la GKRP (136). Otro estudio en el que se analizaba la interacción entre la GKRP con 
quimeras GCK‐HXK2 mostró la necesidad de la secuencia comprendida entre los residuos 
1 a 368 de la glucokinasa para la interacción con GKRP, no siendo aparentemente 
necesarios los últimos 100 residuos del extremo C‐terminal (137). Posteriormente se 
postuló la existencia de motivos consenso de unión, que incluían residuos de leucina y 
asparagina, distribuidos en distintas áreas de la glucokinasa (138). Más recientemente se 
ha propuesto el centro alostérico como sitio de unión alternativo para GKAs o GKRP (139‐
141). Finalmente en 2013 se han cristalizado los complejos GCK‐GKRP‐F6P, de Xenopus 
laevis (130) y de mamífero (GCK humana y GKRP de rata) (131). En ambos casos se ha 
demostrado que la interacción de la GKRP unida a F6P se da con la conformación super‐
abierta inactiva de la glucokinasa, principalmente a través de interacciones hidrofóbicas 
y unos pocos contactos polares. Las superficies de interacción incluyen residuos del 
dominio SIS‐2 de la GKRP y la región bisagra de la glucokinasa, junto a unos pocos 
residuos del dominio mayor y algunos más del dominio menor de la enzima (Figuras 7C 





                           
                         
                           
                      
                             
                               
                             
                                 
                             
                             
                             
                             
                     
                             
                                 
                                   
Figura 7. Modelo estructural de la GKRP humana y de los heterodímeros GCK‐GKRP de 
Xenopus laevis y de mamífero. Las estructuras proteicas (PDB códigos 4BB9, GKRP unida 
a F1P, 4LY9, GKRP unida a S6P, 4LC9, heterodímero GCK‐GKRP de mamíferos y 3WOL, 
heterodímero GCK‐GKRP de Xenopus laevis) se han representado utilizado el programa 
PyMOL. A) Modelo estructural de la GKRP humana unida a F1P, se muestran los dominios 
SIS‐1 en morado, SIS‐2 en negro y el dominio tapa en marrón. Además se muestra en 
rojo la molécula de F1P. Adaptado de (135). B) Modelo estructural de la GKRP humana 
unida a S6P, se muestran los dominios SIS‐1 en morado, SIS‐2 en negro y el dominio tapa 
en marrón. Además se muestra en verde la molécula de S6P. Adaptado de (134). C) 
Modelo estructural del heterodímero formado por la GCK humana y la GKRP de rata, se 
muestran los dominios SIS‐1, SIS‐2 y tapa utilizando el mismo código de colores que en 
A y B, además de la estructura de la GCK (gris) en su conformación super‐abierta. 
Adaptado de (131). D) Modelo estructural del heterodímero GCK‐GKRP de Xenopus 
laevis, se muestran los dominios SIS‐1, SIS‐2 y tapa utilizando el mismo código de colores 
que en A, B y C, además de la GCK (gris) en su conformación super‐abierta. Adaptado de 




                         
                   
                       
                     
                           
                           
                             
                       
                             
                             
                                 
                   
                 
                               
                           
                   
                       
                       
                                 
                             
                        
    
La GKRP además de actuar como inhibidor de la actividad glucokinasa, regula la 
localización núcleo citoplásmica de la enzima. La GKRP se encuentra 
predominantemente, pero no de manera exclusiva, en el núcleo de los hetatocitos (142‐
144). Cuando la glucokinasa se encuentra en su conformación super‐abierta inactiva 
debido a bajas concentraciones de glucosa (≤  5 mM), como ocurre en el ayuno, es 
secuestrada en el núcleo unida a la GKRP (137). Sin embargo, cuando aumentan los 
niveles de glucosa o de precursores de F1P, la glucokinasa es detectada en el citoplasma 
(144‐147). Así pues, la localización núcleo‐citoplásmica de la GCK depende del estado 
metabólico, a diferencia de la GKRP (142, 143, 145, 148). La presencia de glucokinasa en 
el núcleo es dependiente de la presencia de GKRP ya que, tanto en hepatocitos de 
ratones en los que se inactivó el gen de la GKRP (gckr ‐/‐), como en líneas celulares 
transfectadas con glucokinasa pero sin GKRP, la glucokinasa se encuentra 
exclusivamente en el citoplasma (137, 144, 145, 147, 149). 
La inhibición causada por la unión de la GKRP a la glucokinasa y su importación al 
núcleo, además de prevenir un ciclo fútil de fosforilación y defosforilación de glucosa en 
condiciones gluconeogénicas, constituye un mecanismo de protección de la enzima 
frente a la degradación durante los periodos de ayuno, permitiendo mantener una 
reserva útil de glucokinasa necesaria para afrontar los rápidos aumentos de glucemia 
que se dan tras la ingesta, como sugiere el hecho de que en ratones deficientes de GKRP 
(gckr  ‐/‐) la cantidad basal de GCK está reducida un 50%. Un efecto similar se ha 





                        
                               
                           
                         
                       
                             
 
                 
                     
                               
                       
                             
                                 
                                 
                        
                           
                       
                 
                         
                           
                               
                       
                 
Se han identificado mutaciones que afectan a la GKRP humana (124, 149‐152). 
La variante más común de GKRP, P446L, se asocia a un aumento de triglicéridos en sangre 
e hígado, valores reducidos de glucemia en ayunas y menor resistencia a la insulina (153‐
155). Estudios cinéticos y celulares para analizar el efecto de la mutación GKRP(P446L) 
mostraron una disminución de la interacción GCK‐GKRP dependiente de F6P, dando lugar 
a mayor actividad glucokinasa y menor acumulación de la enzima en el núcleo (124, 150, 
151). 
La translocación núcleo‐citoplásmica de la glucokinasa está regulada por 
metabolitos y hormonas (revisado en (81)). Los estímulos fisiológicos más importantes 
en la translocación de la glucokinasa desde el núcleo al citoplasma son la elevación de la 
concentración de glucosa por encima de 5 mM y concentraciones micromolares de 
fructosa (156). El proceso de exportación nuclear es más rápido que el de entrada al 
núcleo y es consistente con un modelo en el que la glucokinasa, al ser activada por su 
unión a glucosa, cambia a su conformación cerrada, se disocia de la GKRP en el núcleo y 
es exportada independientemente de GKRP al citoplasma (Figura 8) (137, 157, 158). Se 
ha propuesto que la enzima exportada del núcleo se acumula en el citoplasma del 
hepatocito donde puede asociarse a la enzima bifuncional PFK2‐Pasa (159). La relación 
insulina/glucagón también regula la translocación núcleo‐citoplasma de la glucokinasa. 
Se ha descrito que, en presencia de elevadas concentraciones de glucosa, el glucagón 
induce la disociación de la glucokinasa con la PFK2‐Pasa y potencia su translocación al 
núcleo (159). Por lo tanto es posible que en el estado diabético, el glucagón induzca el 
secuestro de la glucokinasa al núcleo, contribuyendo a aumentar la producción de 




                         
                               
                             
                           
             
                     
                               
                         
                         
                       
                       
                     
                     
                           
                            
                                 
                           
                           
                       
                     
                         
                                 
                         
         
El mecanismo molecular para la exportación de la glucokinasa no está del todo 
esclarecido. Se ha propuesto que la salida de la enzima del núcleo, una vez disociado el 
complejo que forma con la GKRP, es posible gracias a una señal de exportación nuclear 
localizada en el dominio mayor y que está contenida entre los residuos de aminoácido 
300 a 310 de la glucokinasa (137). 
El transporte núcleo‐citoplásmico de proteínas ocurre a través del complejo del 
poro nuclear (NPC), cuyo tamaño límite de exclusión es de 40 KDa (160). De tal manera 
que proteínas que superen dicho tamaño son transportadas con gasto de energía a 
través del NPC siempre y cuando posean secuencias de localización nuclear (NLS) o 
secuencias de exportación nuclear (NES) reconocibles por las karioferinas (161, 162). La 
exportación nuclear está mediada por la formación de complejos de exportación, donde 
las exportinas actúan como receptores de las proteínas cargo mediante el 
reconocimiento de secuencias NES (163). La exportina 1, también denominada CRM1 
(Región de mantenimiento cromosómico 1), es la que posee un mayor rango de sustratos 
conocidos, incluyendo la hexokinasa 2 de levadura (161, 162, 164). La unión y liberación 
de la proteína cargo a la exportina está controlada por la proteína GTPasa Ran y por otras 
proteínas asociadas que actúan de cofactores (163, 165). En el núcleo se forma un 
complejo heterotrimérico compuesto por la exportina 1, la proteína cargo y Ran unida a 
GTP (RanGTP), la translocación a través del NPC ocurre mediante interacciones del 
complejo con varias nucleoporinas tales como Nup214 y Nup358/RanBP2. En el 
citoplasma, las proteínas de unión a Ran (RanBP1 y RanBP2) estimulan la actividad 
GTPasa de Ran a través de RanGAP. La hidrólisis del GTP da lugar a RanGDP y promueve 
la disociación del complejo de exportación, liberando la proteína cargo en el citoplasma 




                         
               
                 
                     
                                 
                     
                       
                       
                       
                     
                     
         
   
Las NES reconocidas por la exportina 1/CRM1 son secuencias de 10 a 15 
aminoácidos que contienen residuos hidrofóbicos regularmente espaciados que, 
generalmente, se ajustan al consenso clásico φ‐X(2,3)‐φ‐X(2,3)‐φ‐X‐φ, donde  φ es un 
aminoácido hidrofóbico (principalmente leucina, aunque también puede ser Ile, Met, Val 
o Phe) y X puede ser cualquier aminoácido (166). En realidad, se ha descrito que la 
exportina 1/CRM1 puede reconocer al menos seis patrones distintos de NES, 
diferenciados por el número y naturaleza de los residuos espaciadores entre los 
hidrofóbicos, dando lugar a seis tipos de NES con diferente capacidad exportadora 
(Figura 9B) (167). De acuerdo con esto, la secuencia 300_ELVRLVLLRLV_310 de la 
glucokinasa constituye una NES de clase 1b (φ‐X‐X‐φ‐X‐X‐φ‐X‐φ). Datos previos de 
nuestro laboratorio han confirmado la función NES de esta secuencia (García‐Herrero 










































                       
                             
                     
                             
                         
                                 
                     
                     
Figura 8. Regulación de la localización núcleo‐citoplásmica de la glucokinasa por GKRP. 
Se muestra de forma esquemática un hepatocito en situaciones de glucosa basal y a altas 
concentraciones de glucosa. El compartimento nuclear (círculo morado) se comunica con 
el citoplasma a través del NPC. En condiciones de ayuno la glucokinasa se encuentra en 
su conformación super‐abierta inactiva y acomplejada a la GKRP en el núcleo celular. 
Debido al aumento de la concentración de glucosa y F1P que se da tras la ingesta, el 
complejo GKRP‐GCK se disocia, permitiendo que la glucokinasa sea exportada al 









                     
                         
                       
                           
                           
                           
                           
                             
                         
                             
                           
     
Figura 9. Exportación nuclear mediada por exportina 1/CRM1. La exportación nuclear 
de proteínas a través del NPC mediada por CRM1 requiere el reconocimiento de 
secuencias de exportación nuclear por parte de las exportinas. A) Esquema del 
mecanismo de transporte a través del NPC mediado por CRM1. Se muestra la formación 
del complejo heterotrimérico de CRM1, proteína cargo con NES y RanGTP en el núcleo. 
Este complejo atraviesa el complejo del poro gracias a su interacción con proteínas como 
Nup214 y Nup358, entre otras. En la región citoplásmica se estimula la actividad GTPasa 
de Ran. La hidrólisis de GTP provoca que RanGDP se libere promoviendo que CRM1 se 
disocie de la proteína exportada. Imagen adaptada de (163). B) Se muestran los 
consensos de los distintos tipos de NES reconocidos por CRM1 y el orden de preferencia 
de esta exportina por cada una de ellas según (167). φ. Residuo hidrofóbico. X. Cualquier 




                
         
                           
                         
                           
                                
                           
                             
                         
                         
                       
                           
                           
                         
                           
                     
                             
                         
                     
                             
                         
                         
                       
3. Activadores de la glucokinasa (GKAs) como potenciales agentes 
terapéuticos para tratar la diabetes. 
En la diabetes tipo I, donde un proceso autoinmune resulta en la carencia de 
células  β pancreáticas y por lo tanto en la necesidad de insulina exógena como 
tratamiento, la activación adicional de la glucokinasa en el hígado y en otros tipos 
celulares podría ayudar a mejorar el control de la glucemia (12). En la diabetes tipo 2, se 
da un mal funcionamiento de las células  β pancreáticas y una reducción de la masa 
celular de las mismas, ambos hechos se asocian a la resistencia a insulina del hígado, 
músculo y tejido adiposo. Aunque estados prediabéticos de intolerancia a la glucosa o 
formas poco severas de T2DM están asociados a un aumento moderado de la 
glucokinasa hepática, tanto en modelos animales como en pacientes obesos y con 
diabetes tipo 2, su actividad está disminuida (121, 169). También hay evidencias de que 
algo similar ocurre con la glucokinasa de células  β pancreáticas (12). El papel de la 
glucokinasa en procesos fundamentales para el control de la homeostasis de glucosa, los 
cuales están alterados en la diabetes, ha hecho de esta enzima una potencial diana 
terapéutica para el tratamiento de esta enfermedad. Las primeras investigaciones en 
este sentido se iniciaron hace casi dos décadas y resultaron en la identificación de la 
primera molécula activadora de la glucokinasa en 2003 (102). Desde entonces se han 
desarrollado más de 150 patentes con moléculas activadoras de la glucokinasa 
clasificadas en distintos tipos de acuerdo a su estructura química (170). Los GKAs se unen 
al sitio alostérico de la glucokinasa y ejercen su acción principalmente aumentando su 
afinidad por glucosa (disminuyen la S0.5 por debajo de 2 mM). Algunos además 




                       
                           
                             
                            
                         
               
                       
                       
                           
                   
                   
                       
                           
                         
                       
                       
                   
                         
                       
                           
                       
                       
                       
                   
confiriendo a la glucokinasa características más propias de las hexokinasas. Por otra 
parte, la unión de los GKAs estabiliza la conformación cerrada de la enzima dificultando 
su unión a GKRP y estimulando la translocación de la enzima desde el núcleo al 
citoplasma de los hepatocitos (76, 102, 140, 159, 171, 172). Por último, también se ha 
demostrado que los GKAs estimulan la proliferación de las células β pancreáticas y tienen 
un efecto protector frente a la apoptosis (173). 
Experimentos realizados con modelos animales de diabetes tipo 2 y obesidad han 
mostrado que los GKAs estimulan la secreción de insulina, aumentan la captación 
hepática de glucosa a la par que disminuyen su producción y son altamente eficaces 
disminuyendo la hiperglucemia (102, 140, 173‐178). Ensayos clínicos en humanos, 
realizados con tres moléculas diferentes, piragliatina, MK‐0941 y AZD1656, han 
mostrado que inicialmente los GKAs reducen los niveles de glucosa plasmática e 
incrementan la secreción de insulina. Sin embargo, los tratamientos durante 3 a 6 meses 
producían efectos no deseados que causaron la finalización de los ensayos clínicos en 
todos los casos (179‐182). Estos efectos fueron principalmente pérdida de efectividad en 
el tiempo, aumento de la incidencia de hipoglucemias y, en algunos casos, 
hipertrigliceridemia (179‐182). Para minimizar el riesgo de hipoglucemia, actualmente la 
investigación en GKAs se está dirigiendo hacia el desarrollo de moléculas que activen 
parcialmente a la glucokinasa, es decir, que incrementen la actividad enzimática pero 
manteniendo la cooperatividad por glucosa, para evitar la activación de la enzima a bajas 
concentraciones de glucosa (170, 183, 184), o bien que activen específicamente la 
isoforma hepática de la glucokinasa (185). Algunos GKAs han sido modificados mediante 
la adición de cadenas laterales cargadas, para que únicamente sean reconocidos por 




                      
                   
                         
                     
                   
                           
                     
                         
                     
                         
                 
                     
                             
         
                           
                       
                         
                           
                       
                     
                       
                     
                     
     
Polypeptide) (186). Sin embargo, aunque en modelos animales se obtuvieron resultados 
prometedores con el activador hepatoselectivo PF‐04991532, en ensayos clínicos se 
observó un aumento de triglicéridos por lo que el ensayo fue interrumpido (187‐189). 
Una estrategia alternativa ha sido desarrollar compuestos disruptores de la interacción 
GCK‐GKRP. En 2013 Lloyd y colaboradores identificaron los primeros compuestos 
capaces de unirse a un sitio específico de la GKRP, promoviendo la disociación del 
complejo formado con la glucokinasa (134). Estos compuestos revertían el efecto 
inhibitorio de la proteína reguladora sobre la enzima y promovían su translocación al 
citoplasma, tanto en hepatocitos aislados como en hígado de animales. Además, 
normalizaban la glucemia en varios modelos diabéticos de roedores sin afectar a los 
normoglucémicos (134). Posteriormente, se han identificado otros compuestos que 
actúan mediante este mismo mecanismo (190‐192). Aunque los estudios preclínicos han 
puesto de manifiesto el gran potencial de este tipo de fármacos, aún no hay datos 
disponibles de estudios en humanos. 
Pese al indiscutible papel de la glucokinasa en la regulación de la homeostasis de 
glucosa, aún quedan por descifrarse distintos aspectos moleculares y celulares de la 
regulación específica de tejido de esta enzima, que permitan mejorar la comprensión de 
su función. En este trabajo se ha pretendido profundizar en el conocimiento de los 
mecanismos de regulación de la actividad glucokinasa, mediante el estudio funcional de 
mutaciones identificadas en pacientes con MODY2 o HH‐GCK. Mediante este estudio, 
además de proporcionar un diagnóstico molecular a las familias afectadas por dichas 
mutaciones, hemos analizado ciertos aspectos de la regulación de la glucokinasa, 
prestando especial atención a los mecanismos moleculares que regulan la translocación 













        
 
   
                           
                           
                         
                         
                                 
                               
                     
                         
                   
                       
   
 
                      
                   
                    
           
                        
         
                          
 
Hipótesis. 
Debido al papel central de la glucokinasa en la regulación de la homeostasis de 
glucosa, esta enzima es una de las principales dianas en los estudios encaminados al 
desarrollo de nuevas estrategias de terapia antidiabética. Para este fin se requiere un 
profundo conocimiento de los mecanismos de regulación de esta enzima en los distintos 
tejidos en los que actúa. Habida cuenta de que más del 99% de la glucokinasa total del 
organismo se expresa en el hígado y que una de las principales formas de regulación de 
la enzima en este tejido es su compartimentación núcleo‐citoplásmica, nos proponemos 
analizar los mecanismos moleculares de esta regulación a partir de la caracterización de 
mutaciones naturales identificadas en pacientes con alteraciones monogénicas de la 
homeostasis de glucosa. Concretamente nuestros objetivos han sido los que se detallan 
a continuación. 
Objetivos. 
1. Determinar el efecto bioquímico de nuevas mutaciones MODY2 o HH‐GCK sobre 
los parámetros cinéticos y la estabilidad proteica de la glucokinasa. 
2. Estudiar el efecto molecular de ciertas mutaciones MODY2 sobre la 
compartimentación núcleo‐citoplásmica de la enzima, analizando: 
a) El efecto producido por las mutaciones en la interacción con la proteína
 
reguladora de la glucokinasa GKRP.
 
b) El efecto producido sobre la señal de exportación nuclear (NES) de la glucokinasa.
 


















        
 
    
                  
 
                   
                     
                     
  
                      
                   
                             
     
                   
                     
                         
                       
                           
                       
       
                    
                               
                       
1. MATERIAL BIOLÓGICO. 
1.1. Mutaciones analizadas y características clínicas generales de los sujetos 
portadores. 
Las mutaciones analizadas en este trabajo habían sido previamente identificadas 
en pacientes de hipoglucemia por hiperinsulinismo o de hiperglucemia familiar MODY2. 
La descripción de estas mutaciones se muestra en la Tabla 2. 
1.2. Plásmidos 
 pGEX‐5X‐2‐GCK. Este plásmido contiene insertado en la diana de restricción EcoRI 
del vector de expresión pGEX‐5X‐2 (Amersham, General Electric HealthCare; Fairfield, 
Connecticut, EEUU), el gen de la glucokinasa (GCK) pancreática humana en fase con el de 
la Glutation‐S‐transferasa (122). 
Los derivados mutantes de este plásmido se construyeron mediante mutagénesis 
dirigida, según se indica más adelante, utilizando los oligonucleótidos especificados en 
la Tabla 3. Las mutaciones V302E, R303W, R308W y A456V habían sido generadas 
previamente en nuestro laboratorio (García‐Herrero C.M. y Navas M.A. (168), 193, 194). 
Las mutaciones T60I, A201S, A201P y L309H se obtuvieron mediante la inserción de los 
cDNA, tras haber sido extraídos de los correspondientes plásmidos pEGFPC3‐GCK, en el 
sitio de restricción EcoRI. 
 pEGFPN2‐ratgck(299‐359). Este plásmido contiene el fragmento del gen de la 
glucokinasa de rata que codifica los residuos 299 al 359 en fase con la proteína verde 
fluorescente (GFP), en el vector pEGFPN2 (Clontech, Takara Bio USA, Inc. Kusatsu, 
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Prefectura de Shiga, Japón) (137). Los plásmidos pEGFPN2‐ratgck(299‐359) y pEGFPN2‐
ratgck(299‐359)mt3 fueron amablemente cedidos por el Dr. M. Magnuson (Department of 
Molecular Physiology and Biophysics, University School of Medicine, Nashville, 
Tennessee, EEUU). Las mutaciones E300K, E300Q, L304P, L306R, L309H y L309P se 
incluyeron por mutagénesis dirigida en el plásmido que contenía la secuencia silvestre, 
utilizando los oligonucleótidos especificados en la Tabla 4. La doble mutación 
E300K/L304P se obtuvo por mutagénesis dirigida sobre el plásmido pEGFPN2‐ratgck(299‐
359)(L304P) utilizando los oligonucleótidos especificados en la Tabla 5. Los plásmidos 
portadores de las mutaciones V302E, R303W, K308R y K308W, habían sido previamente 
construidos en nuestro laboratorio (García‐Herrero C.M. y Navas M.A. (168)). 
 pEGFPC3‐GCK. Este plásmido contiene el cDNA de la glucokinasa pancreática 
humana en fase con la GFP, en el vector pEGFPC3 (Clontech). Los cDNAs se extrajeron de 
las construcciones pGEX‐5X‐2‐GCK silvestre y mutantes con la enzima de restricción 
EcoRI (Roche Diagnostics; Risch‐Rotkreuz, Suiza) y la posterior inserción del fragmento 
aislado en el mismo sitio del vector pEGFPC3. En el caso de las mutaciones T60I, A201S, 
A201P, E300K, E300Q, L309H y L309P se realizó mutagénesis dirigida utilizando 
oligonucleótidos específicos detallados en la Tabla 5. 
 pCMV‐HA‐CRM1. Contiene el cDNA de la exportina 1/CRM1 humana fusionado 
al epítopo HA en el extremo N‐terminal y clonado en el vector pCMV‐HA (Clontech) 
(García‐Herrero C.M. y Navas M.A. (168)). 
 pFlagCTC‐GKRP. Contiene el cDNA de la GKRP humana en fase con el epítopo 
FLAG‐M2 (195). Este plásmido fue amablemente cedido por la Dra. KJ Brocklehurst 
(Cardiovascular and Gastrointestinal Department, AstraZeneca, UK). 
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 TOPO‐mCherry. Este plásmido contiene el cDNA de la proteína mCherry clonado 
en la diana NotI del vector TOPO® (Life technologies, Thermo Fisher Scientific; Waltham, 
Massachusetts, EEUU). Fue amablemente cedido por el Dr. O. Vincent (Instituto de 
Investigaciones Biomédicas Alberto Sols. CSIC‐UAM). 
 pmCherry. Este plásmido se obtuvo eliminando la EGFP del vector pEGFPN1 
(Clontech) con las endonucleasas BamHI y NotI y el producto de la digestión se trató con 
Klenow (Roche Diagnostics). Tras realizar una electroforesis en gel de agarosa, se extrajo 
el DNA correspondiente al vector y se religó utilizando T4 DNA Ligasa (Roche 
Diagnostics). El nuevo plásmido se amplificó en E. coli y se utilizó como vector para ligar 
el cDNA de mCherry, obtenido del plásmido TOPO‐mCherry, en el sitio EcoRI. La 
integridad de la construcción fue comprobada mediante análisis de restricción y 
secuenciación. 
 pmCherry‐GKRP. Este plásmido expresa la proteína de fusión GKRP‐mCherry. El 
cDNA de la GKRP se amplificó mediante PCR desde el plásmido pFlagCTC‐GKRP, con 
oligonucleótidos específicos que generaron extremos 5’‐EcoRI y 3’‐NotI (hGKRP‐
EcoRIRed 5’‐GGGAATTCTGATGCCAGGCACAAAACGG‐3’ y hGKRP‐NotIRed 5’‐
GGCGGCCGCCCTTGTCGTCATCGTCCTT‐3´). El fragmento amplificado se introdujo en el 
vector TOPO®. El plásmido TOPO‐GKRP fue digerido con EcoRI y NotI y ligado al vector 
pEGFPN1 en los mismos sitios. El producto de esta ligación a su vez fue tratado con NotI 
y ligado al cDNA de la proteína mCherry, obtenido a partir de TOPO‐mCherry por 
digestión con el mismo enzima de restricción. La integridad de la construcción fue 
comprobada mediante análisis de restricción y secuenciación. 
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 pACT2‐GCK. Contiene el cDNA de la glucokinasa pancreática humana en fase con 
una secuencia que codifica para el dominio de activación transcripcional de Gal4 de S. 
cerevisiae (194). Los plásmidos portadores de las mutaciones fueron construidos 
mediante la extracción de los correspondientes cDNAs mutados desde los plásmidos 
pGEX‐5X‐2‐GCK mutantes e introducidos en el vector pACT2 (Clontech) en los sitios 
BamHI y XhoI. 
 pGKB7‐hGKRP. Este plásmido contiene el cDNA de la GKRP humana, fusionado a 
una secuencia que codifica para el dominio de unión a DNA de Gal4 de S. cerevisiae (196). 
1.3. Microorganismos. 
1.3.1. Escherichia coli (E. coli). 
Todas las cepas de E. coli fueron crecidas a 37ºC en medio LB, en presencia o ausencia 
de antibiótico. En el caso de las transformaciones con los plásmidos pGEX‐5X‐2‐GCK, 
pACT2‐GCK, pFlagCTC‐GKRP y pGKB7‐GKRP se utilizó ampicilina (Sigma‐Aldrich; San Luis, 
Misuri, Estados Unidos) a 20 µg/ml. Para las transformaciones con los plásmidos 
pEGFPC3‐GCK, pEGFPN2‐ratgck(299‐359), pCMV‐HA‐CRM1, TOPO‐mCherry, TOPO‐GKRP, 
pmCherry y pmCherry‐GKRP se utilizó kanamicina (Sigma‐Aldrich) a 30 µg/ml. 
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Mutación 
(Cambio de aminoácido) 
Mutación 
(Cambio de nucleótido) 
Identificación 
V55A c.164T>C Hospital de Cruces 
T60I c.179C>T (197) 
W99C c.297G>T Hospital de Cruces 
A176E c.627C>A Hospital de Cruces 
L184I c.650C>A Hospital de Cruces 
G193R c.677G>A Hospital de Cruces 
L184I/G193R/A201P c.650C>A c.677G>A c.701G>C Hospital de Cruces 
A201P c.701G>C Hospital de Cruces 
A201T c.701G>A Hospital de Cruces 
A201S c.601G>T (60) 
G246R c.736G>A Hospital de Cruces 
E300K c.898G>A (198) 
E300Q c.898G>C (198) 
V302E c.905T>A Hospital Clinic 
R303W c.907C>T (199) 
L304P c.911T>C (200) 
L306R c.917T>G (60) 
R308W c.922A>T (194) 
L309H c.926T>C (198) 
L309P c.926T>A (60) 
G328V c.1083G>T Hospital de Cruces 
S373K/V374M c.1118G>A c.1119C>A c.1120G>A Hospital de Cruces 
D409N c.1325G>A Hospital de Cruces 
Tabla 2. Descripción de las mutaciones de la glucokinasa. Todos los pacientes 
portadores de las mutaciones indicadas presentaban las características clínicas 
generales de MODY2, salvo el paciente portador de la mutación W99C, que presenta 
hipoglucemia por hiperinsulinismo, fue diagnosticado a la edad de 25 años, con una 
glucemia basal de 2,9 mM, su nacimiento fue a término con un peso de 2400 g y 
responde bien al tratamiento con diazóxido. Se muestran los cambios de aminoácido 
y nucleótido, así como la referencia del estudio de identificación o, en el caso de las 
mutaciones no publicadas, el hospital donde se llevó a cabo la identificación. La 
numeración de los nucleótidos es relativa al primer nucleótido (A) del primer codón 
ATG designado como +1 y basada en la secuencia NM_000162. Hospital de Cruces, 
Vizcaya hace referencia a Grupo de investigación de endocrinología y diabetes. 
Comunicado por L. Castaño. Hospital Clinic, Barcelona, se refiere al Servicio de 
genética de dicho hospital. Comunicado por J. Oriola y R. Casamitjana. 
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Tabla 3. Secuencias de los oligonucleotidos utilizados en las mutagénesis de pGEX‐
5X‐2‐GCK. En rojo se representan las bases alteradas para dar lugar a la sustitución 
de aminoácido y para introducir dianas de restricción sin afectar a la lectura proteica. 
El conjunto de bases subrayadas muestran el sitio de corte específico para cada caso. 
En ninguno de los casos la mutagénesis afecta a la fase de lectura. 
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Tabla 4. Secuencias de los oligonucleotidos utilizados en las mutagénesis de 
pEGFPN2‐ratgck(299‐359). En rojo se representan las bases alteradas para dar lugar a la 
sustitución de aminoácido y para introducir dianas de restricción sin afectar a la 
lectura proteica. El conjunto de bases subrayadas muestran el sitio de restricción 
específico para cada caso. En ninguno de los casos la mutagénesis afecta a la fase de 
lectura. 
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Tabla 5. Secuencias de los oligonucleotidos utilizados en las mutagénesis de 
pEGFPC3‐GCK. En rojo se representan las bases alteradas para dar lugar a la 
sustitución de aminoácido y para introducir dianas de restricción sin afectar a la 
lectura proteica. El conjunto de bases subrayadas muestran el sitio de restricción 
específico para cada caso. En ninguno de los casos la mutagénesis afecta a la fase de 
lectura. 
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1.3.1.1. DH5α. La cepa DH5α [F– Φ80lacZΔM15 Δ(lacZYA‐argF) U169 recA1 endA1 
hsdR17 (rK‐, mK+) phoAsupE44 λ– thi‐1 gyrA96 relA1] de E. coli, se utilizó para distintos 
clonajes y subclonajes de forma rutinaria. La preparación de células competentes se 
realizó en presencia de RbCl, según el protocolo descrito en (201). La transformación se 
realizó mediante choque térmico como se describe en (202). 
1.3.1.2. BL21. La cepa BL21 de E. coli [F– ompThsdSB(rB–, mB–) gal dcm 
araB:T7RNAP‐tetA], se utilizó para la expresión y purificación de proteínas de fusión. La 
adquisición de competencia y transformación se realizó al igual que con la cepa DH5α 
(201, 202). 
1.3.1.3. JM109. La cepa de E. coli JM109 [endA1, recA1, gyrA96, thi, hsdR17 (rk–, 
mk+), relA1, supE44,  Δ(lac‐proAB), [F´traD36, proAB, laqIqZΔM15], fueron adquiridas 
comercialmente a Promega Biotech Iberica S.L. (Madison, Wisconsin, EEUU) y 
transformadas según las instrucciones del fabricante. Estas bacterias fueron utilizadas en 
los clonajes que requerían alta eficiencia de transformación. 
1.3.1.4. NovaBlue GigaSingles™ Competent Cells. Esta cepa de E. coli [endA1 
hsdR17(rK12 – mK12 + ) supE44 thi‐1 recA1 gyrA96 relA1 lac F'[proA+ B+lacIq Z∆M15::Tn10 
(TcR)]] fue adquirida comercialmente a Merk‐Millipore (Billerica, Massachusetts, EEUU) 
y transformadas siguiendo las instrucciones del proveedor. Estas bacterias fueron 
utilizadas en los clonajes que requerían muy alta eficiencia de transformación. 
1.3.1.5. XL‐10 Gold. La cepa XL10‐Gold de E. coli [TetrD(mcrA)183 D(mcrCB‐
hsdSMR‐mrr)173 endA1 supE44 thi‐1 recA1 gyrA96 relA1 lacHte [F´ proAB lacIqZDM15 
Tn10 (Tetr) Amy Camr]], formaban parte del kit de mutagénesis Quick Change Lightning 
(Stratagene, Agilent Technologies; Santa Clara, California, Estados Unidos). Fueron 
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transformadas acorde a las instrucciones del fabricante, en transformaciones de 
plásmidos durante los procesos de mutagénesis dirigida. 
1.3.2. Levaduras. 
La cepa de Saccharomyces cerevisiae Y187 [MATα, ura3‐52, his3‐200, ade2‐101, trp1‐
901, leu2‐3,112, gal4Δ, met−, gal80Δ, URA3: GAL1UAS‐GAL1TATA‐LacZ] (Clontech), fue 
utilizada para ensayos de doble híbrido. Para su cultivo se utilizó medio mínimo sintético 
dextrosa en ausencia de los suplementos apropiados para mantener la selección de los 
plásmidos. 
1.3.3. Líneas celulares. 
Las líneas celulares utilizadas fueron incubadas en condiciones constantes de 
humedad a 37ºC y 5% de CO2. 
1.3.3.1. HepG2 (ATCC CRL‐8065). 
Línea celular derivada de carcinoma hepático humano. Se cultivó en medio MEM 
(Sigma‐Aldrich) suplementado con 10% de FBS (Gibco®, Life Technologies), 2 mM de 
glutamina (Lonza; Basilea, Suiza), 10 mM de piruvato sódico (Sigma‐Aldrich) y 1% de 
Penicilina/Estreptomicina (Lonza). 
1.3.3.2. HEK293T (ATCC CRL‐11268). 
Línea celular derivada de riñón embrionario humano. Fue cultivada en medio 
DMEM (Gibco®) suplementado con 10% de FBS (Gibco®), 2 mM de glutamina (Lonza) y 
1% de Penicilina/Estreptomicina (Lonza). 
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2. TÉCNICAS. 
2.1. Técnicas básicas de biología molecular. 
Las preparaciones de DNA plasmídico, los análisis de restricción, las 
amplificaciones de DNA por PCR, la clonación y la subclonación de cDNA se realizaron 
siguiendo los protocolos descritos en (202). 
Las preparaciones de DNA plasmídico que requerían un producto final de gran 
pureza se realizaron a pequeña escala con los kits NucleoSpin® plasmid (Macherey‐Nagel; 
Düren, Alemania) o GeneJet plasmid (Thermo Fisher Scientific), y a escala media con el 
kit NucleoBond® XtraMidi (Macherey‐Nagel). La extracción de fragmentos de DNA de 
geles de agarosa se llevó a cabo con el kit JETquick Gel extraction spin kit (Genomed; 
Löhne, Alemania). La concentración de DNA se midió en un espectrofotómetro Nanodrop 
1000 (Thermo Fisher Scientific). 
2.2. Mutagénesis dirigida. 
Se realizó mutagénesis dirigida mediante el kit Quick Change lighting 
(Stratagene). Se utilizaron como DNA molde los plásmidos anteriormente mencionados, 
con los oligonucleótidos especificados en las Tablas 3, 4 y 5. Los productos de la 
mutagénesis, se sometieron a análisis de restricción cuando fue posible y se validaron 
por secuenciación 
2.3. Transformación de levaduras y ensayos de doble híbrido. 
El protocolo de transformación de levadura utilizado fue el descrito en (203). Se 
valoró la actividad β galactosidasa en ensayos en filtro tal y como se describe en (203). 
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Todos los ensayos realizados con levadura se llevaron a cabo en colaboración con el Dr. 
O. Vincent. 
2.4. Expresión y purificación de proteínas de fusión. 
2.4.1. Expresión de las proteínas de GST‐GCK silvestre y mutantes. 
La cepa BL21 de E. coli fue transformada con los plásmidos pGEX‐5X‐2‐GCK, 
silvestre o mutantes. Colonias individualizadas sirvieron para generar un preinóculo que 
fue cultivado en LB con ampicilina durante 8 horas a 37ºC en agitador orbital. Se 
utilizaron 4/5 del volumen de los preinóculos generados para inocular un volumen final 
del mismo medio 50 veces superior al volumen del preinóculo utilizado. Tras una 
incubación de aproximadamente 90 minutos en agitador orbital a 37ºC (hasta alcanzar 
una OD600nm de 0,5) se añadió IPTG (Sigma‐Aldrich) a una concentración final de 0,2 mM 
para inducir el promotor lactosa. La incubación se mantuvo en agitación durante 16 
horas a 22 ºC. 
2.4.2. Purificación de las proteínas de GST‐GCK silvestre y mutantes. 
Las proteínas GST‐GCK fueron purificadas por afinidad utilizando resina de 
glutatión‐agarosa (Sigma‐Aldrich) (204). Tras la inducción de la expresión de las proteínas 
de fusión, las bacterias transformadas fueron sedimentadas por centrifugación durante 
10 minutos a 4ºC y 5000 rpm. El sedimento de bacterias se resuspendió en 1/10 del 
volumen original utilizando tampón de resuspensión y lavado, el cual contenía PBS 
(NaCl140 mM, KCl 2,7 mM, KH2PO4 1,47 mM, Na2HPO4 10 mM, pH 7,4), DTT 5 mM, EDTA 
1 mM, PMSF 5 mM y cóctel de inhibidores de proteasas (complete 1x, Roche 
Diagnostics). A continuación se añadió tritón X‐100 (Bio‐Rad; Hercules, California, 
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Estados Unidos) a una concentración final de 1% y se llevó a cabo la lisis bacteriana en 
una prensa French® pressure Cell Press (Thermo Fisher Scientific). Los lisados se 
centrifugaron a 4ºC durante 10 minutos a 3000 rpm. El sobrenadante se incubó una hora 
a 4ºC en agitación suave con resina de glutatión‐agarosa, preparada previamente al 50% 
en PBS, con una relación de 30 µl de resina por mililitro de lisado. Posteriormente la 
resina fue lavada tres veces con el mismo tampón de resuspensión y lavado. Finalmente 
la elución se realizó en dos incubaciones sucesivas a temperatura ambiente y agitación 
con tampón de elución (Tris‐HCl 50 mM pH 8, DTT 5 mM, KCl 200 mM y glutation 
reducido 10 mM). Una parte del eluido se utilizó para determinar la concentración de 
proteína con el kit Bio‐Rad Protein Assay (Bio‐Rad), así como para comprobar la 
integridad y pureza de la proteína mediante electroforesis en condiciones 
desnaturalizantes en geles discontinuos de poliacrilamida (SDS‐PAGE). El resto del eluido 
se conservó a ‐80ºC en presencia de glicerol al 30% y glucosa 50 mM. 
2.4.3. Expresión de GKRP‐Flag. 
La cepa BL21 de E. coli fue transformada con el plásmido pFlag‐CTC‐GKRP. 
Colonias individualizadas sirvieron para inocular 3 matraces con 15 ml de LB con 
ampicilina, que fueron incubados durante 8 horas a 37ºC con agitación orbital. Se 
utilizaron 12 ml de los preinóculos para inocular 3 matraces de 2 l con 600 ml del mismo 
medio de cultivo. Tras 90 minutos de incubación a 37ºC con agitación orbital (hasta 
alcanzar una OD600nm = 0,5) se añadió IPTG a una concentración final de 0,5 mM, 
manteniendo la incubación en agitación durante 64 horas a 16ºC. 
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2.4.4. Purificación de GKRP‐Flag. 
La proteína GKRP‐Flag fue purificada por afinidad utilizando Anti FlagM2‐affinity 
gel (Sigma‐Aldrich). Tras la inducción de la expresión de la proteína, las bacterias 
transformadas se centrifugaron durante 10 minutos a 5000 rpm y 4ºC. El sedimento se 
resuspendió en un volumen final de 100 ml de tampón de resuspensión (Tris‐HCl 50 mM 
pH 7,4, DTT 1 mM y complete 1x). A continuación se añadió tritón X‐100 a una 
concentración final de 1% y se llevó a cabo la lisis bacteriana en una prensa French® 
pressure Cell Press. Los lisados se centrifugaron durante 10 minutos a 3000 rpm y 4ºC. Al 
sobrenadante se le añadió 4 ml de NaCl 5 M. A continuación el preparado se pasó por un 
filtro de 0,22 µm y se incubó en un matraz con 1 ml de Anti FlagM2‐affinity gel durante 
18h a 4ºC con agitación suave. El Anti FlagM2‐affinity gel se empaquetó en una columna 
de cromatografía, según indicación del fabricante, y se lavó con 30 ml de tampón de 
equilibrado (Tris‐HCl 50 mM pH 7,4, DTT 1 mM, NaCl 0,2 M y complete 1x). La elución se 
llevó a cabo haciendo pasar en 6 veces sucesivas, volúmenes de 0,5 ml del tampón de 
elución (Tris‐HCl 50 mM pH 7,4, DTT 1 mM, NaCl 0,2 M y péptido Flag 75 µg/ml (Sigma‐
Aldrich)). Se recolectaron aquellas fracciones en las que se detectó la proteína de interés, 
mediante el kit Bio‐Rad Protein Assay y SDS‐PAGE. Las fracciones seleccionadas se 
concentraron y dializaron 3 veces frente al tampón de almacenamiento (HEPES 25 mM 
pH 7,4, KCl 100 mM, MgCl2 1 mM y DTT 1 mM), con los dispositivos de filtración por 
centrifugación Amicon® Ultra‐4 30K (Merck‐Millipore). La concentración de proteína se 
determinó mediante el kit Bio‐Rad Protein Assay y la pureza e integridad de la proteína 
GKRP‐Flag, se comprobó sometiendo la preparación a SDS‐PAGE. Al preparado 
resultante se le añadió glicerol hasta una concentración final del 50% y se almacenaron 
fracciones de 20 µl a ‐80ºC. 
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2.5. Cuantificación de proteínas. 
La concentración de proteínas se determinó, previamente a la adición de 
glicerina, mediante el kit Bio‐Rad Protein Assay, siguiendo instrucciones del fabricante y 
utilizando BSA (1 mg/ml) como estándar. 
2.6. Electroforesis de proteínas en geles de poliacrilamida (SDS‐PAGE). 
La detección de las proteínas purificadas se realizó mediante electroforesis en 
condiciones desnaturalizantes en gel discontinuo de poliacrilamida (SDS‐PAGE). El gel 
concentrador fue generado con una concentración de acrilamida: bisacrilamida (37,5:1) 
del 5% y Tris‐HCl 0,12 M (pH 6,8), mientras que el gel separador se generó con una 
concentración de acrilamida:bisacrilamida (37,5:1) del 10% y Tris‐HCl 0,4 M (pH 8,8). En 
ambos casos en presencia de APS 0,5% (Bio‐Rad) y TEMED 0,05% (Bio‐Rad). A las 
muestras se les añadió el volumen adecuado del tampón de carga 2x (Tris‐HCl 125 mM 
pH 6,8, glicerina al 20%, SDS al 4%, azul de bromofenol al 0,05% y β‐mercaptoetanol al 
4%) y se hirvieron durante 2 minutos a 100ºC. La electroforesis se desarrolló a 120 V en 
tampón de electroforesis (Tris‐HCl 25 mM, glicina 200 mM y SDS al 0,01%). La tinción de 
proteínas se realizó con azul de coomasie (Bio‐rad) o con BlueSafe (NZYtech; Lisboa, 
Portugal) según indicaciones del fabricante. 
2.7. Valoración de la actividad glucokinasa. 
Los ensayos de actividad enzimática de la glucokinasa se realizaron acoplando la 
reacción de estudio a la de la glucosa 6‐fosfato deshidrogenasa (G6PDH) y monitorizando 
la reducción de NADP a NADPH mediante la variación de la absorbancia a 340 nm (204, 
205). 
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2.7.1. Caracterización cinética de la actividad enzimática de las proteínas de fusión 
GST‐GK silvestre y mutantes. 
Para determinar las constantes cinéticas respecto a la glucosa se utilizaron 14 
concentraciones diferentes de este sustrato (0,1; 0,25; 0,5; 1; 2; 3; 5; 7.5; 10; 20; 30; 50; 
75 y 100 mM) y una mezcla de reacción que contenía Tris‐HCl 100 mM (pH 7,4), KCl 150 
mM, MgCl2 1 mM, β‐mercaptoetanol 1,4 mM, BSA al 0,1%, ATP‐MgCl2 5 mM, NADP+ 1 
mM, 1U de G6PDH (Roche Diagnostics) y GST‐GCK. La reacción se inició con las distintas 
concentraciones de glucosa y se desarrolló a 30ºC durante 5 minutos. Una unidad de 
enzima (U) se define como la cantidad de enzima necesaria para catalizar la conversión 
de 1 µmol de sustrato por minuto en las condiciones descritas. Para determinar la 
velocidad máxima (Vmax) de la reacción se utilizó la linearización de la ecuación de 
Michaellis‐Menten descrita por Hanes‐Wolf (a), mientras que para calcular la constante 
de afinidad de la enzima por glucosa (S0,5) y la cooperatividad por este sustrato (h) se 
aplicó la ecuación de Hill (b). 
(a) 
1ሿܵሾ ܵൈ ሾ  ܽݔܸ݉ൌݒ ሿ
ܭ݉ ൅ ܸ݉ܽݔ (b) log ቂ 
ݒ ቃ ൌ ݄ ൈ  ݔ െ ݒܸ݉ܽ l 
og 
 ሿܵሾ െ ݄ ൈ  logൣ ൧0,5ܵ
Para valorar la actividad enzimática respecto al ATP, se utilizaron 9 
concentraciones de sustrato (0,02; 0,05; 0,1; 0,2; 0,5; 0,75; 1; 3 y 5 mM) y la misma 
mezcla de reacción anteriormente descrita, con la salvedad de que el ATP fue sustituido 
por glucosa a una concentración final igual a la S0,5 calculada para cada variante de 
glucokinasa. La Km para el ATP fue determinada mediante la ecuación de Hanes‐Wolf. 
La constante catalítica (Kcat) se calculó como Vmáx/mol de enzima, usando 
glucosa como sustrato y sus valores fueron normalizados a 37ºC (206, 207). 
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El índice de actividad (Ia) fue determinado mediante la expresión matemática 
descrita en (208), a partir de las concentraciones intracelulares de glucosa (5mM) y ATP 
(2,5 mM) y los parámetros cinéticos: Km, S0,5, Kcat y h, obtenidos experimentalmente. 
ሿܣܶܲሾ ൈ 2௛5ൈ݉൅ ܭ  ൬଴.ହ௛൅ ܵ௛5ሿܣܶܲ
Además, para cada mutante se realizó el cálculo del índice de actividad relativo 
(Iar) dividiendo el índice de actividad por el de la proteína silvestre. 
2.7.2. Ensayos de estabilidad de la glucokinasa en función de la temperatura. 
Estos ensayos se realizaron a partir de diluciones de GST‐GCK a 0,25 mg/ml en 
tampón de congelación (Tris‐HCl 50 mM pH 8, DTT 5 mM, KCl 200 mM glicerol 30%, 
glucosa 50 mM y glutation reducido 10 mM), como se había descrito en (196, 204). Las 
diluciones se incubaron a distintas temperaturas (30, 37, 42, 50, 52 y 55ºC) durante 30 
minutos y posteriormente se midió la actividad enzimática a concentración saturante de 
glucosa (100 mM). Se calculó el porcentaje de actividad relativo tomando como 100% la 
medida realizada tras la incubación a 30ºC. Por otro lado se siguió la inactivación de GCK 
en el tiempo a la temperatura de 50 o 52 ºC, según lo indicado en cada experimento. 
Para ello se incubaron las diluciones de proteína a la temperatura crítica durante 0, 5, 
15, 30, 45 y 60 minutos, previo a la valoración de actividad enzimática a 100 mM de 
glucosa. En este caso los porcentajes de actividad se refirieron a la actividad medida sin 
incubación previa (t = 0 min). 
ܭܿܽݐ ൌ ܫܽ ൈ௛ܵ0.5
1 ൰௛݉݉݋݈ ൈݏ ሾ
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2.7.3. Ensayos de actividad glucokinasa en presencia de GKRP‐Flag. 
La actividad glucokinasa fue valorada en presencia de su inhibidor GKRP‐Flag en 
un espectrofotómetro UVIKONxl (Secomam; Alès, Francia) a 30ºC según se describe en 
(196, 209). La mezcla de reacción contenía Hepes 25 mM (pH 7,1), KCl 25 mM, ATP‐MgCl2 
1 mM, NADP 1 mM, β‐mercaptoetanol 5 mM, MgCl2 2,5 mM, 1U/ml de G6PDH y proteína 
GST‐GCK silvestre o mutantes, a una concentración de 61 nM. 
Los ensayos de inhibición se llevaron a cabo en presencia de 10 µM de sorbitol 6‐
fosfato (S6P, Sigma‐Aldrich) o 200 µM de fructosa 1‐fosfato (F1P, Sigma‐Aldrich) y 
distintas concentraciones de GKRP‐Flag (0, 10, 50, 100 y 200 nM), en un volumen final 
de reacción de 50 µl. La reacción se inició con 5 mM de glucosa. 
2.8. Transfecciones transitorias de líneas celulares en cultivo. 
2.8.2. Transfección de HepG2. 
Las células HepG2 fueron sembradas sobre cubreobjetos de 12 mm de diámetro 
(Menzel‐Gläser; Braunschweig, Alemania) o placas de 60 mm de diámetro a una 
concentración de 50.000 células/ml. Se transfectaron 24 horas más tarde, cuando 
alcanzaron el 70% de confluencia, utilizando el reactivo de transfección X‐tremeGENE HP 
DNA (Roche Diagnostics), según las instrucciones del fabricante. 
2.8.3. Transfección de HEK293T. 
Las células HEK293T, se sembraron sobre cubreobjetos de 12 mm de diámetro o placas 
de 60 mm de diámetro a una concentración de 40.000 células/ml y fueron transfectadas 
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16 horas más tarde, cuando se encontraban alrededor del 70% de confluencia, utilizando 
Lipofectamina® (Invitrogen, Life Technologies), según las instrucciones del fabricante. 
2.9. Tratamiento con Leptomicina B de las células transfectadas. 
En los casos indicados, las células transfectadas y cultivadas durante 42 horas, 
fueron tratadas con Leptomicina B (Sigma‐Aldrich), diluida en el mismo medio de cultivo 
a una concentración de 40 nM, durante 6 horas. 
2.10. Inmunodetección de proteínas mediante western blot. 
Las células fueron cultivadas en placas de 60 mm de diámetro y transfectadas 
como se indica en apartados anteriores. 42 horas tras la transfección se lavaron con PBS 
y se recogieron en 100 µl de tampón que contenía Hepes pH 7,4 10 mM, KCl 142 mM, 
Triton x‐100 0,2% y complete 1x. Las células se lisaron haciendo pasar las muestras 10 
veces a través de una jeringa de 0,5 x 16 mm y manteniéndolas en hielo. Tras centrifugar 
los lisados a 14.000 rpm durante 10 minutos a 4ºC, a los sobrenadantes se les añadió un 
volumen de tampón de carga 2x y se guardaron a ‐80ºC hasta su uso. 
Los extractos celulares se sometieron a SDS‐PAGE como se describe en el 
apartado 2.6 y se transfirieron a membranas de PVDF mediante el sistema Trans‐
BlotSemi‐dry (Bio‐Rad), utilizando un tampón de transferencia que contenía Tris‐HCl 25 
mM, glicina 200 mM, metanol al 20% y SDS al 0,01%. La transferencia se desarrolló 
durante 25 minutos a 15 voltios. Posteriormente las membranas de PVDF se bloquearon 
al menos durante 16 horas a 4ºC en solución de bloqueo (TBS‐T pH 7,6 [NaCl 140 mM, 
Tris 2 mM, Tween 20 al 0,1%] y leche desnatada al 5%). A continuación se llevó a cabo 
la incubación de las membranas con los anticuerpos primarios durante una hora a 
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temperatura ambiente en solución de bloqueo y a las diluciones correspondientes (rat 
anti HA [Roche Diagnostics] 1:1000; rabbit anti GFP‐Nter [Sigma‐Aldrich] 1:4000; 
Polyclonal anti DS‐Red [Clontech] 1:10000; Monoclonal Mouse Anti‐Actin [MP 
biomedicals; Santa Ana, California, Estados Unidos] 1:10000). El exceso de anticuerpo se 
eliminó con tres lavados en TBS‐T de 10 minutos cada uno, y se incubaron durante una 
hora a temperatura ambiente con los correspondientes anticuerpos secundarios, 
conjugados con la peroxidasa de rábano (HRP) y diluidos en la misma solución de bloqueo 
(Goat anti rat‐HRP [Cultek; Madrid, España] 1:4000; Goat anti rabbit‐HRP [Upstate, 
Merck‐Millipore] 1:10000; ECL anti Mouse IgG, HRP‐linked [GE Healthcare] 1:10000). Las 
membranas se lavaron de nuevo con TBS‐T. El revelado fue llevado a cabo mediante el 
reactivo ECL (GE Healthcare), y la quimioluminiscencia detectada mediante películas 
fotográficas Kodak Biomax MR (Sigma‐Aldrich). 
2.11. Fijación y montaje de las preparaciones de células transfectadas para su análisis 
mediante microscopía de fluorescencia. 
Las células transfectadas se fijaron tratándolas con paraformaldehido (Merk‐
Millipore) al 4% durante 20 minutos. Las células fijadas se lavaron tres veces con 1 ml de 
PBS y para teñir los núcleos se trataron durante 5 minutos con DAPI (Life Technologies) 
a 0,1 µg/ml. Tras tres nuevos lavados con PBS los cubreobjetos se montaron y sellaron 
en portaobjetos con una gota de Fluoromount G (Electron Microscopy Sciences; Hatfield, 
Inglaterra). 
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2.12. Inmunotinción de proteínas de fusión a HA. 
En los casos requeridos, tras la fijación con paraformaldehido, se realizó la 
permeabilización de las células fijadas sobre cubreobjetos mediante tratamiento con 
Triton X‐100 al 0,4% en PBS durante 20 minutos a temperatura ambiente. Las 
preparaciones se lavaron tres veces con PBS, y se bloquearon mediante su incubación 
durante 2 horas a temperatura ambiente con suero de cabra (NGS) al 10% y tritón x‐100 
al 0,1% en PBS. A continuación las preparaciones se incubaron con el anticuerpo 
Monoclonal Rat anti‐HA Tag antibody (Roche Diagnostics) diluido 1:100 en el tampón de 
bloqueo. Tras eliminar el exceso de anticuerpo mediante tres lavados de diez minutos 
cada uno con PBS, se trataron las muestras con el anticuerpo secundario, Goat AntiRat 
Ig (H&L): Texas Red (AbD serotec, Bio‐Rad) diluido 1:200 en el mismo tampón de 
bloqueo. Por último y tras eliminar el exceso de anticuerpo mediante tres nuevos lavados 
con PBS, las preparaciones se trataron con DAPI y se montaron como se describe en el 
apartado 2.11. 
2.13. Análisis mediante microscopía de fluorescencia. 
Una vez fijadas y montadas, las preparaciones celulares se analizaron mediante 
microscopía de fluorescencia en un microscopio Leica DMRB (Leica‐Microsystems, 
Wetzlar, Alemania). De cada preparación se analizaron, mediante visualización al 
microscopio, al menos cien células transfectadas para clasificarlas individualmente según 
la distribución de la fluorescencia, así se observara acumulación en el núcleo, en el 
citoplasma o de forma homogénea entre estos dos compartimentos. 
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La adquisición de imágenes, a la vez que la confirmación de la distribución de 
fluorescencia, se llevó a cabo con un microscopio Leica DMIRE2 con sistema confocal TCS 
SP2, utilizando un objetivo HCX PL APO 63x/1.4‐0.6 Oil Lbd BL de inmersión en aceite, en 
el centro de Citometría y Microscopia de Fluorescencia de la Universidad Complutense 
de Madrid. El procesamiento de las imágenes adquiridas por microscopía confocal, así 
como el cálculo de las relaciones de intensidad de la fluorescencia núcleo‐citoplasma, 
que se realizó obteniendo la intensidad media de áreas iguales de núcleo y citoplasma 
de las células, a partir de las imágenes adquiridas, se llevaron a cabo con el programa 
ImageJ (Wayne Rasband, National Institutes of Health, USA). 
2.14. Análisis bioinformáticos. 
El análisis y la comparación de secuencias de DNA se llevaron a cabo con el 
programa DNAstar (Lasergene) (196). El análisis de los modelos estructurales de la 
glucokinasa fue realizado mediante el software Pymol Molecular Graphics System 
(Delano scientific). El análisis y la comparación de secuencias polipeptídicas fue llevado 
a cabo mediante el software ClustalX2 (University College Dublin). 
2.15. Análisis estadísticos. 
El tratamiento estadístico se llevó a cabo como en (210). La distribución normal 
de los datos fue comprobada mediante el test Shapiro‐Wilk (Statgraphics Centurion XVI; 
StatPoint technologies Inc). El método estadístico utilizado para las muestras con 
distribución normal fue el test T de Student de dos colas (Excel; Microsoft Office 2010). 
En los casos en los que la distribución no fue normal se utilizó el test U de Mann– 
Whitney (Statgraphics Centurion XVI). Se consideraron diferencias significativas cuando 
p≤0,05. 










            
                
                     
                             
                           
                       
                       
                         
        
                             
                       
                       
              
                     
                           
                             
                             
                           
                         
                           
                           
1. CARACTERIZACIÓN FUNCIONAL DE MUTACIONES IMPLICADAS EN 
HIPOGLUCEMIA POR HIPERINSULINISMO Y EN HIPERGLUCEMIA FAMILIAR MODY2. 
Con el fin de identificar residuos potencialmente implicados en nuevos aspectos 
de la regulación in vivo de la glucokinasa, este trabajo se inició con la caracterización 
funcional de un grupo de mutaciones en el gen GCK, que implicaban cambios de 
aminoácido en la glucokinasa, y que habían sido previamente identificadas en pacientes 
de hipoglucemia por hiperinsulinismo o de MODY2. La descripción de estas mutaciones 
se muestra en la Tabla 2, del apartado 1.1 de Materiales y Métodos. 
1.1. Localización de los residuos. 
Como se muestra en las Figuras 10 y 11, los residuos de aminoácido afectados por 
las mutaciones se encuentran dispersos por toda la estructura tridimensional de la 
glucokinasa y están altamente conservados entre glucokinasas de distintas especies y en 
ciertos casos también entre las hexokinasas humanas. 
Los residuos, Trp99, Ala176, Leu184, Gly193, Ala201, Gly246 y Asp409 están 
ubicados en el dominio menor de la glucokinasa (Figura 10). El residuo Asp409 está 
situado cerca del centro activo de la enzima. Los residuos Trp99 y Ala201 se encuentran 
en la región bisagra, cerca del sitio de unión de los activadores alostéricos de la 
glucokinasa y de la superficie de interacción con GKRP respectivamente. Por su parte, los 
residuos Val55, Gly328, Ser373 y Val374 foman parte del dominio mayor de la 
glucokinasa. El residuo Val55 está ubicado en el primer bucle conector de los dos 




                      
 
                   
                 
                               
                               
                               
                       
                         
                         
                       
                            
                         
                         
           
                       
                     
                           
                         
                       
                       
 
1.2. Producción y purificación de las proteínas de fusión GST‐GCK silvestre y 
mutantes. 
Los cambios de aminoácido correspondientes a las distintas mutaciones se 
generaron mediante mutagénesis dirigida del plásmido pGEX‐5X‐2‐GCK silvestre que 
contiene el cDNA de la isoforma pancreática de la GCK humana fusionada a la GST, como 
se indica en el apartado 2.2 de la sección de Materiales y Métodos. Con los plásmidos 
silvestre y mutantes generados se transformó la cepa BL21 de E. coli para la expresión y 
purificación de las correspondientes proteínas de fusión GST‐GCK, según se describe en 
el apartado 2.4 de Materiales y Métodos. Se realizaron al menos tres purificaciones 
independientes de cada una de las proteínas de fusión. La concentración final de 
proteína purificada fue determinada y el rendimiento de las purificaciones se calculó 
como mg de proteína obtenida por litro de cultivo bacteriano de partida (Tabla 6). 
Para la mayoría de las proteínas mutantes el rendimiento no difirió del obtenido 
para la proteína de referencia GST‐GCK. Sin embargo, el rendimiento de los mutantes 
GST‐GCK(V55A), GST‐GCK(G193R) y GST‐GCK(S373K/V374M), fue significativamente 
inferior. La proteína que portaba la doble mutación S373K/V374M quedaba retenida en 
la fracción insoluble desechada durante el proceso de purificación (resultados no 
mostrados), por lo que no pudo ser purificada a una concentración adecuada para llevar 
a cabo los posteriores análisis bioquímicos. La pureza e integridad de cada preparación 
se comprobó mediante SDS‐PAGE y posterior tinción, observándose una única banda de 





                       
                           
                   
                     
                   
                       
                     
                        
     
 
Figura 10. Localización de los residuos Val55, Trp99, Ala176, Leu184, Gly193, Ala201, 
Gly246, Gly328, Ser373, Val374 y Asp409 en el modelo estructural de la GCK. Las 
estructuras proteicas (PDB, códigos IV4S, conformación cerrada y IV4T, conformación 
super‐abierta) se han representado utilizando el programa PyMOL. Los residuos cuyas 
mutaciones fueron identificadas como causa de hiperglucemia familiar MODY2 se 
muestran en rojo. El residuo Trp99, identificado como causa de hipoglucemia por 
hiperinsulinismo se muestra en verde. A) Conformación cerrada, en cian está 
representada la molécula de glucosa y en azul oscuro el GKA MRK (2‐amino‐4‐fluoro5‐






                       
                   
                       
                       
                           
                   
                     
                     
                       
                     
                     
Figura 11 (Página siguiente). Comparación de la secuencia polipeptídica de la GCK 
pancreática humana a otras glucokinasas y hexokinasas para analizar la 
conservación de los residuos afectados por las mutaciones. Los números indican las 
posiciones de los aminoácidos en las secuencias polipeptídicas. En rojo y mayor 
tamaño se muestran los residuos de interés. Se indica la estructura secundaria de la 
proteína en hélices  α (sombreado azul) y láminas  β (sombreado verde). El 
alineamiento de secuencias se ha realizado mediante el programa ClustalX2. Los 
residuos Leu184, Ala201, Gly246, Val374 y Asp409 están muy conservados entre 
glucokinasas de distintas especies y entre las hexokinasas humanas. Sin embargo, los 
residuos Val55, Trp99, Ala176, Gly193, Gly328 y Ser373 se encuentran conservados 













                   
 






           
  
                
 






               
 






                     
  
        
HXK4_HUMAN -------------------------------------------------------------------MLDDRARMEAAKK 13 
HXK4_RAT  -------------------------------------------------------------------MLDDRARMEATKK 13
HXK4_MOUSE -------------------------------------------------------------------MLDDRARMEATKK 13
HXK4_XENLA --------------------------------------------------------------------------METFDQ 6
HXK1_HUMAN ATLGAILNRLRDNKGTPRLRTTVGVDGSLYKTHPQYSRRFHKTLRRLVPDSDVRFLLSESGSGKGAAMVTAVAYRLAEQH 467 
HXK2_HUMAN ATLAAVLQRIKENKGEERLRSTIGVDGSVYKKHPHFAKRLHKTVRRLVPGCDVRFLRSEDGSGKGAAMVTAVAYRLADQH 467 
HXK3_HUMAN AALAAVLSCLQHSREQQTLQVAVATGGRVCERHPRFCSVLQGTVMLLAPECDVSLIPSVDGGGRGVAMVTAVAARLAAHR 480 
HXK4_HUMAN EKVEQILAEFQLQEEDLKKVMRRMQKEMDRGLRLETHEEASVKMLPTYVRSTPEGSEVGDFLSLDLGGTNFRVMLVKVGE 93 

HXK4_RAT  EKVEQILAEFQLQEEDLKKVMSRMQKEMDRGLRLETHEEASVKMLPTYVRSTPEGSEVGDFLSLDLGGTNFRVMLVKVGE 93 

HXK4_MOUSE EKVEQILAEFQLQEEDLKKVMSRMQKEMDRGLKLETHQEASVKMLPTYVRSTPEGSEVGDFLSLDLGGTNFRVMLVKVGE 93 









α-1 α-2 β-1 β-2 β-3 
HXK4_HUMAN GEEGQWSVKTKHQMYSIPEDAMTGTAEMLFDYISECISDFLDKHQMKHKKLPLGFTFSFPVRHEDIDKGILLNWTKGFKA 173






β-4 α-3 β-5 β-6 β-7
HXK4_HUMAN SGAEGNNVVGLLRDAIKRRGDFEMDVVAMVNDTVATMISCYYEDHQCEVGMIVGTGCNACYMEEMQNVELVEGDEGRMCV 253 
HXK4_RAT  SGAEGNNIVGLLRDAIKRRGDFEMDVVAMVNDTVATMISCYYEDRQCEVGMIVGTGCNACYMEEMQNVELVEGDEGRMCV 253 
HXK4_MOUSE SGAEGNNIVGLLRDAIKRRGDFEMDVVAMVNDTVATMISCYYEDRQCEVGMIVGTGCNACYMEEMQNVELVEGDEGRMCV 253 
HXK4_XENLA SGAEGNNVVGLLRDAIKRRGDFEMDVVAMVNDTVATMISCYYEDHHCEVGLIVGTGCNACYMEEMSNVELVEGEEGRMCV 246 
HXK1_HUMAN TDCVGHDVVTLLRDAIKRREEFDLDVVAVVNDTVGTMMTCAYEEPTCEVGLIVGTGSNACYMEEMKNVEMVEGDQGQMCI 705 
HXK2_HUMAN SGCEGEDVVTLLKEAIHRREEFDLDVVAVVNDTVGTMMTCGFEDPHCEVGLIVGTGSNACYMEEMRNVELVEGEEGRMCV 705 
HXK3_HUMAN SDCEGQDVVSLLREAITRRQAVELNVVAIVNDTVGTMMSCGYEDPRCEIGLIVGTGTNACYMEELRNVAGVPGDSGRMCI 711 
α-4 β-8 α-5 β-9 β-10 β-11
HXK4_HUMAN NTEWGAFGDSGELDEFLLEYDRLVDESSANPGQQLYEKLIGGKYMGELVRLVLLRLVDENLLFHGEASEQLRTRGAFETR 333
















HXK4_HUMAN KLHPSFKERFHASVRRLTPSCEITFIESEEGSGRGAALVSAVACKKACMLGQ 465 
HXK4_RAT  KLHPSFKERFHASVRRLTPNCEITFIESEEGSGRGAALVSAVACKKACMLAQ 465 
HXK4_MOUSE KLHPSFKERFHASVRRLTPNCEITFIESEEGSGRGAALVSAVACKKACMLGQ 465 
HXK4_XENLA KLHPSFKDKFHATVLKLTSGCEITFIQSEEGSGRGAALISAVAYKMAVMIGH 458 
HXK1_HUMAN KLHPHFSRIMHQTVKELSPKCNVSFLLSEDGSGKGAALITAVGVRLRTEASS 917 
HXK2_HUMAN KLHPHFAKVMHETVKDLAPKCDVSFLQSEDGSGKGAALITAVACRIREAGQR 917 












        
       
       
       
       
       
       
       
       
       
       
       
       
       
   
                         
                           
                 
                         
                               
                          
                     
                       
                     




GST‐GCK 4,6 ± 1,6 
GST‐GCK(V55A) 1,1 ± 0,1* 
GST‐GCK(W99C) 3,4 ± 2,0 
GST‐GCK(A176E) 3,8 ± 0,8 
GST‐GCK(L184I) 4,2 ± 0,2 
GST‐GCK(L184I/G193R/A201P) 4,1 ± 1,3 
GST‐GCK(G193R) 1,9 ± 0,8* 
GST‐GCK(A201P) 3,7 ± 1,3 
GST‐GCK(A201T) 4,1 ± 2,5 
GST‐GCK(G246R) 4,5 ± 1,3 
GST‐GCK(G328V) 3,4 ± 0,6 
GST‐GCK(S373K/V374M) 0,2 ± 0,1* 
GST‐GCK(D409N) 4,5 ± 1,6 
GST‐GCK(A456V) 4,6/3,7 
Tabla 6. Rendimiento de purificación de las proteínas de fusión GST‐GCK silvestre y 
mutantes. Los resultados se muestran como media ± SD de los valores obtenidos en 
al menos tres purificaciones independientes, excepto para la proteína GST‐
GCK(A456V), utilizada como control en ciertos ensayos bioquímicos a lo largo de este 
trabajo, para la que se llevaron a cabo solo 2 purificaciones. Los datos se expresan en 
miligramos de proteína obtenida por litro de cultivo de partida. La concentración de 
proteína se determinó mediante el kit Bio‐Rad Protein Assay, siguiendo instrucciones 
del fabricante y utilizando BSA (1 mg/ml) como estándar. (*) Se consideraron 
diferencias significativas valores de p<0,05 respecto a la proteína silvestre utilizando 





                     
                         
                             
                       
                             
                   
                     
                         
                
Figura 12. Proteínas de fusión GST‐GCK purificadas. Se muestra una figura 
representativa de cada una de las proteínas purificadas tras ser sometidas a SDS‐PAGE 
al 10% y tinción con coomasie, salvo en el caso de los mutantes GST‐GCK(L184I) y GST‐
GCK(A201P) y GST‐GCK(A456V) cuya tinción se realizó con BlueSafe, como se describe 
en el apartado 2.6 de Materiales y Métodos. Se señala con una flecha la banda 
correspondiente a GST‐GCK. PM1: marcador de peso molecular Spectra Multicolor 
Broad Range Protein Ladder (Fermentas; Thermo Fisher Scientific). PM2: NZY Colour 
Protein Marker II (NZYTech). A modo ilustrativo se señalan los pesos moleculares de 




              
                     
                               
                           
                             
                         
                                 
             
                       
                       
                   
                             
                           
                         
                           
                                 
                           
                         
                              
                         
                                 
            
1.3. Análisis cinético de las proteínas GST‐GCK purificadas. 
Para analizar la actividad enzimática dependiente de glucosa, se realizaron los 
ensayos en un rango de concentraciones de este sustrato entre 0,1 y 100 mM. De forma 
similar, la valoración de la actividad glucokinasa dependiente de ATP se realizó en un 
rango de concentraciones entre 0,02 y 5 mM. El índice de actividad relativo (Iar) se 
calculó englobando todos los parámetros cinéticos, como se indica en el apartado 2.7.1 
de Materiales y Métodos, y se utilizó para analizar el efecto global de cada una de las 
mutaciones sobre la actividad de la enzima. 
Los resultados presentados en la Tabla 7 muestran que las mutaciones MODY2 
A176E y L184I/G193R/A201P son las que ejercen un efecto negativo mayor. Los 
correspondientes mutantes han perdido prácticamente en su totalidad la actividad 
catalítica, con un índice de actividad inferior al 0,01% del de la proteína de referencia 
GST‐GCK. Aunque debido a la baja actividad de estos mutantes los valores obtenidos han 
de considerarse como meras aproximaciones, se observa una reducción de más del 97% 
en la Kcat, acompañada de una disminución de la afinidad por ambos sustratos, glucosa 
y ATP (aumento de los valores de S0,5 y Km), junto a la pérdida de cooperatividad por 
glucosa (disminución del valor de h). El análisis individual de las mutaciones portadas en 
el triple mutante muestra que las tres producen efectos inactivantes, siendo el más 
fuerte aquel ejercido por la mutación A201P, cuyo índice de actividad ya es inferior al 
0,01% del valor de referencia. Es interesante destacar que, sin embargo, el mutante 
A201T, en el que la Ala201 es sustituida por treonina en vez de prolina, aún conserva el 




                   
                         
                               
                               
                                 
                                 
                         
                                     
                           
                               
                         
               
                     
                       
                                 
                                     
                                 
                 
                   
                     
                           
                                 
                       
Las mutaciones MODY2 V55A, G246R, G328V y D409N también reducen 
significativamente el índice de actividad de la GCK. La mutación V55A disminuye la 
afinidad de la glucokinasa por ambos sustratos y la Kcat en más del 70%. Además este 
mutante ha perdido la cooperatividad por glucosa (h = 1,03 ± 0,03), así el índice de 
actividad de este mutante es el 7% del valor de referencia. En el caso de las mutaciones 
G246R y G328V, los principales efectos fueron la reducción de la Kcat y el aumento de la 
S0,5 para glucosa. La mutación D409N produce una reducción de la cooperatividad por 
glucosa (h = 1,13 ± 0,13), una disminución del 93% del valor de la Kcat y un aumento de 
la Km para el ATP. Sin embargo, estos defectos están parcialmente compensados por un 
pequeño, pero significativo, aumento de la afinidad por glucosa (S0,5 = 5,1 ± 0,3 mM), de 
tal manera que este mutante muestra un índice de actividad de aproximadamente el 
30% del de la proteína de referencia GST‐GCK. 
Por el contrario, la mutación HH‐GCK W99C incrementa la actividad glucokinasa. 
La proteína GST‐GCK(W99C) presenta mayor afinidad tanto por glucosa como por ATP 
(S0,5 = 3,5 ± 0,2 y Km = 0,22 ± 0,04 mM, respectivamente). Además, provoca un aumento 
del 30% en la constante catalítica (Kcat = 93,3 ± 2,7 s‐1), a la vez que produce un ligero 
descenso en el coeficiente de Hill, por lo que el índice de actividad de este mutante es 
más de 11 veces superior que el de referencia. 
En resumen, de las mutaciones analizadas, aquellas identificadas en pacientes 
con hiperglucemia MODY2 tienen un efecto inactivante sobre la glucokinasa. La 
reducción en la actividad global, observada en todos los casos como una disminución en 
el Iar, es debida a una combinación de defectos que afectan, en mayor o menor grado, a 




                             
             
                           
         
                             
                           
                     
                       
                     
                       
                         
                               
                       
                     
                         
                         
                               
                         
                    
                     
               
                         
                       
paciente con HH, resulta ser activadora ya que incrementa el Iar al aumentar la constante 
catalítica y la afinidad por los sustratos. 
1.4. Análisis de la estabilidad de las proteínas de fusión GST‐GCK silvestre y mutantes 
en función de la temperatura. 
Para analizar el posible efecto de las mutaciones sobre la estabilidad de la GCK se 
llevaron a cabo experimentos en los que se valoró la actividad enzimática, a una 
concentración saturante de glucosa (100 mM), tras incubar las proteínas purificadas 
durante 30 min en un rango de temperaturas entre 30 y 55ºC. 
Los resultados se muestran en la Figura 13. Los mutantes GST‐GCK(V55A), GST‐
GCK(L184I), GST‐GCK(G193R) y GST‐GCK(A201P) perdían más del 70% de su actividad tras 
incubarse a 50ºC. La más afectada era la proteína GST‐GCK(V55A), cuya actividad se 
reducía al 50% tras la incubación a 37ºC (Figura 13A). Sin embargo, la actividad de los 
demás mutantes ensayados, al igual que la proteína de referencia GST‐GCK, permanecía 
prácticamente constante hasta una temperatura de 50ºC y disminuía a temperaturas 
superiores (Figura 13B y 13C). Las mutaciones A201T, G246R y G328V se inactivaban 
cuando eran incubadas a temperaturas iguales o superiores a 52ºC (Figura 13B), mientras 
que las mutaciones A176E y D409N lo hacían solo tras la incubación a 55ºC (Figura 13C). 
La mutación activadora W99C no produjo efecto significativo sobre la estabilidad de la 
actividad glucokinasa a ninguna de las temperaturas ensayadas (Figura 13C). 
Para analizar la cinética de inactivación a elevada temperatura, las proteínas GST‐
GCK(V55A), GST‐GCK(L184I), GST‐GCK(G193R) y GST‐GCK(A201P) fueron incubadas a 
50ºC durante distintos periodos de tiempo, previo a la valoración de la actividad 




                         
                     
                   
         
                         
                           
                           
                     
                             
               
             
                       
                           
                       
                         
           
GCK(A201P) sufrían una rápida inactivación, perdiendo más del 75% de actividad tras 5 
minutos de incubación a 50ºC. Sin embargo, las proteínas GST‐GCK(G193R) y GST‐
GCK(L184I) sufrían una disminución paulatina de la actividad glucokinasa conforme 
aumentaban los tiempos de incubación. 
En la Figura 14B se muestran las cinéticas de inactivación de las proteínas GST‐
GCK portadoras de las mutaciones W99C, A201T, G246R, G328V, A176E y D409N a 52ºC, 
comparadas a la referencia GST‐GCK. En el caso de las mutaciones A176E, A201T, G246R 
y G328V, la actividad glucokinasa se redujo paulatinamente conforme aumentaba el 
tiempo de incubación, disminuyendo por debajo del 30% a los 60 min. Por el contrario, 
las proteínas GST‐GCK(D409N) y GST‐GCK(W99C) presentaron un comportamiento 
similar a la proteína de referencia GST‐GCK. 
En conjunto, estos resultados indican que las mutaciones V55A y A201P inducen 
una fuerte inestabilidad en la glucokinasa, L184I y G193R lo hacen de manera moderada, 
mientras que las mutaciones A201T, G246R, G328V y A176E tienen un carácter 
levemente desestabilizador. Por el contrario las mutaciones D409N y W99C no afectan a 







                     
                           
                   
                           
                           
                            
                           
                 
                         
                           
                           
                     
                             
                   
                         
                                 
Tabla 7 (Página siguiente). Parámetros cinéticos de las proteínas GST‐GCK silvestre 
y mutantes. Los ensayos fueron llevados a cabo en un lector de microplacas Varioskan 
Flash Multimode Reader (Thermo Fisher Scientific) y los parámetros cinéticos 
calculados como se describe en el apartado 2.7.1 de Materiales y Métodos. El índice 
de actividad de cada mutante fue referido al de la proteína de referencia GST‐GCK 
para obtener los valores de Índice de actividad relativo (Iar). Los datos se expresan 
como media ± SD de 6 valoraciones de actividad de proteínas procedentes de al 
menos tres purificaciones independientes, salvo en el mutante L184I/G193R/A201P 
en el que se realizaron 4 valoraciones de proteínas procedentes de 2 purificaciones 
independientes, n es el número de valoraciones realizadas. El coeficiente de Hill (h) y 
el Iar carecen de unidades. Notese que los datos correspondientes a la proteína de 
referencia GST‐GCK muestran las medias obtenidas en los experimentos llevados a 
cabo en este apartado y los mostrados en el apartado 1.6.1 (Tabla 9). (*) Se 
consideraron diferencias significativas valores de p<0,05 al comparar los valores 
obtenidos con la proteína de referencia GST‐GCK. Se utilizó el test U de Mann– 






Proteína Kc~t h So,s para Glucosa Km para ATP 
(s- ) (mM) (mM) lar 
GST-GCK 
71,9 ± 7,3 1,62 ± 0,05 7,5 ± 0,4 0,47 ± 0,04 1±0 (n=23) 
GST-GCK(V55A) 
19,0 ± 1,3* 1,03 ± 0,03* 26,3 ± 3,3* 2,10 ± 0,30* 0,07 ± 0,01 * (n=6) 
GST-GCK(W99C) 93,3 ± 2,7* 1,36 ± 0,07* 3,5 ± 0,2* 0,22 ± 0,04* 11,92 ± 0,06* (n=6) 
GST-GCK(A176E) 
2,0 ± 0,3* 1,18 ± 0,05* 48,4 ± 5,0* 2,28 ± 0,38* 8,5x104 ± 8x10-5* (n=6) 
GST-GCK(L1841) 60,7 ± 1,6* 1,48 ± 0,03* 15,2 ± 0,7* 0,65 ± 0,08* 0,17±0,02* (n=6} 
GST-GCK(L1841/G193R/A201P) 0,1±0,0* 1,10 ± 0,16* 140,0 ± 3,9* 0,69 ± 0,10* 2,3x10-5 ± 1, 7xl0-6* (n=4} 
GST-GCK(G193R} 
11,6 ± 1,8* 1,18 ± 0,06* 11,4 ± 1,1 * 0,85 ± 0,06* 0,17 ± 0,03* (n=6) 
- - -
GST-GCK(A201P) 
2,2 ± 0,3* 1,42 ± 0,10* 93,4 ± 20,4* 0,79 ± 0,11 * 6x10-5 ± 3xl0-6* (n=6} 
GST-GCK(A201 T) 36,1±3,7* 1,32 ± 0,08* 13,6 ± 0,9* 0,54 ± 0,021 * 0,25 ± 0,07* (n=6} 
GST-GCK( G246R) 
41,8 ± 2,3* 1,58 ± 0,12 14,8 ± 0,6* 0,64 ± 0,06* 0,10 ± 0,02* (n=6} 
GST-GCK( G328V} 
24,7 ± 0,9* 1,24 ± 0,02* 16,9 ± 0,5* 0,72 ± 0,07* 0,13 ± 0,01 * (n=6} 
GST-GCK(S373K/V374M) INSOLUBLE 
GST-GCK(D409N} 








                       
                          
                             
                           
                           
                       
                            
                           
                       
                   
                             
 
Figura 13 (Página siguiente). Efecto de la temperatura sobre la actividad enzimática 
de las proteínas GST‐GCK silvestre y mutantes. Diluciones de proteína a 0,25 mg/ml 
en tampón de congelación (glicerol al 30%, glucosa 50 mM, glutatión 10 mM, DTT 5 
mM, KCl 200 mM y Tris/HCl 50 mM (pH 8)) fueron incubadas a diferentes 
temperaturas durante 30 min, previo a la medida de actividad enzimática a 30ºC, en 
un lector de microplacas Varioskan Flash Multimode Reader. Se muestran las medias 
± SD de al menos 4 ensayos independientes. A) Representación de los resultados de 
los mutantes V55A, L184I, G193R y A201P. B) Representación de los resultados de los 
mutantes A201T, G246R y G328V. C) Representación de los resultados de los 
mutantes W99C, A176E y D409N. (*) Se consideraron diferencias significativas 










                       
                       
                           
                               
                                   
                         
                           
                   
                       
Figura 14. Cinética de inactivación de la actividad enzimática de las proteínas GST‐
GCK silvestre y mutantes a temperaturas elevadas. Diluciones de proteína a 0,25 
mg/ml en tampón de congelación (glicerol al 30%, glucosa 50 mM, glutatión 10 mM, 
DTT 5 mM, KCl 200 mM y Tris/HCl 50 mM (pH 8)) fueron incubadas durante tiempos 
comprendidos entre 0 y 60 minutos a 50ºC (A) o 52ºC (B), antes de llevar a cabo la 
medida de actividad enzimática a 30ºC en un lector de microplacas Varioskan Flash 
Multimode Reader. Los datos muestran las medias ± SD de al menos 4 ensayos 
independientes. (*) Se consideraron diferencias significativas respecto a la proteína 




                          
         
                         
                           
                             
                           
                           
                             
                             
                           
                        
                             
       
                           
                               
                       
                         
                             
                                   
                           
                   
                         
1.5 Efecto de las mutaciones del residuo Ala201 en la interacción de la glucokinasa 
con su proteína reguladora GKRP. 
Como se ha mostrado en los apartados anteriores, dos de las mutaciones MODY2 
sobre las que hemos realizado el análisis cinético implican cambios del residuo de alanina 
en posición 201 a treonina y prolina (A201T y A201P). Además, se han descrito otras 
familias MODY2 donde el residuo Ala201 está mutado a serina (A201S) (60). La Ala201 
está localizada en la región bisagra de la GCK, formando parte del bolsillo hidrofóbico 
que permite el cambio conformacional de la GCK durante la catálisis y contigua a residuos 
que forman la superficie de contacto de la GCK con su proteína reguladora GKRP (77, 
130, 131). Por ello nos propusimos estudiar el posible efecto de las mutaciones del 
residuo Ala201 sobre la interacción de la enzima con su proteína reguladora. 
1.5.1 Ensayo de doble híbrido para analizar el efecto de las mutaciones A201T y A201P 
sobre la interacción GCK‐GKRP. 
Para estudiar el efecto de las mutaciones A201T y A201P sobre la interacción de 
la GCK con la GKRP se llevaron a cabo experimentos de doble híbrido en levadura. Se 
introdujeron las correspondientes mutaciones en un plásmido que expresaba el cDNA de 
la glucokinasa fusionado al dominio de activación transcripcional de Gal‐4 (GAD) y se 
transformó la cepa Y187 de S. cerevisiae con estos plásmidos, junto a otro que expresaba 
el cDNA de la GKRP humana fusionado al dominio de unión a DNA de Gal‐4 (GBD), tal y 
como se indica en el apartado 2.3 de Materiales y Métodos. Se valoró la actividad β‐
galactosidasa mediante ensayos en filtro en al menos ocho transformantes 




                           
   
                        
                 
                             
                         
                             
                         
                   
                     
                     
                           
                   
                                   
                           
                         
                     
                   
                   
                             
                     
                           
en el residuo Ala201 impiden la interacción proteína‐proteína de la GCK con su proteína 
reguladora GKRP. 
1.5.2 Efecto de las mutaciones del residuo Ala201 sobre la sensibilidad de la 
glucokinasa a la inhibición de su actividad por GKRP‐Flag. 
Como se ha descrito en la Introducción, la GKRP actúa como un inhibidor de la 
actividad glucokinasa (12). Para comprobar si el impedimento de interacción física de la 
GCK con la GKRP causado por las mutaciones en el residuo Ala201 era acompañado de 
una disminución en la inhibición causada por la proteína reguladora en la actividad 
glucokinasa, se valoró la actividad enzimática en presencia de GKRP‐Flag. 
1.5.2.1 Purificación de la proteína reguladora de la glucokinasa humana GKRP‐Flag. 
La proteína reguladora de la glucokinasa humana fusionada al epítopo Flag‐M2 
(GKRP‐Flag) se purificó de la cepa BL21 de E. coli transformada con el plásmido pFlagCTC‐
GKRP. Se realizaron dos purificaciones independientes de GKRP‐Flag siguiendo el 
protocolo que se puso a punto en este trabajo y que se describe en el apartado 2.4.4 de 
Materiales y Métodos. Los rendimientos de purificación fueron de 1,4 y 1,2 mg de 
proteína por litro de cultivo de partida, respectivamente. La pureza, así como la 
integridad de la proteína purificada se comprobó mediante SDS‐PAGE (Figura 16). 
1.5.2.2 Inhibición de la actividad enzimática de GST‐GCK(A201T) por GKRP‐Flag. 
Se realizaron medidas de actividad glucokinasa a distintas concentraciones de 
GKRP‐Flag y en presencia de sorbitol 6‐fosfato (S6P). En la Figura 17 se muestran los 
resultados obtenidos para las proteínas GST‐GCK y GST‐GCK(A201T). Además, en estos 




                         
                       
                           
                         
                              
                      
                       
                         
                 
                       
         
                         
                         
                             
                           
                             
                             
                             
                             
                     
                           
                   
 
descrito que presenta una menor sensibilidad a la inhibición enzimática ejercida por la 
GKRP (211). Los ensayos no pudieron realizarse con el mutante GST‐GCK(A201P), debido 
a su baja constante catalítica (Tabla 7). Mientras que la proteína de referencia GST‐GCK 
era inhibida a todas las concentraciones de GKRP‐Flag ensayadas, hasta reducirse al 10% 
en presencia de 200 nM de GKRP‐Flag, las proteínas mutantes apenas se inhibían. Así, a 
la concentración de 200 nM las proteínas mutantes GST‐GCK(A201T) y GST‐GCK(A456V) 
mantenían cerca del 70 y 80% de actividad respectivamente. Nuestros resultados indican 
que la mutación A201T al igual que la mutación A456V, disminuye drásticamente la 
sensibilidad de la glucokinasa a su inhibición por GKRP. 
1.6 Identificación de otras mutaciones MODY2 que implican pérdida de interacción de 
la glucokinasa con la GKRP. 
Paralelamente a este trabajo, en nuestro grupo de investigación se ha llevado a 
cabo un estudio para identificar mutaciones en residuos de la glucokinasa que causan 
pérdida de interacción con la proteína reguladora GKRP. Ese estudio ha dado lugar a la 
identificación de una serie de mutaciones de la glucokinasa, entre las cuales una afecta 
al mismo residuo Ala201 (A201V) y otra al residuo Thr60 (T60A) (O. Vincent, M.A. Navas 
y colaboradores, sin publicar). El residuo Thr60 se encuentra muy cercano a la Ala201 en 
la estructura tridimensional de la proteína y, al igual que esta, cercano a residuos que 
forman parte de la superficie de contacto con la GKRP (Figura 18) (130, 131). Además, 
también está afectado por mutaciones MODY2 (197). Por esta razón decidimos 
incorporar a este trabajo el estudio funcional de las mutaciones MODY2 T60I y A201S, 







                              
                          
                     
                       
                         
                         
                         
                           
 
Figura 15. Interacción entre la GCK y la GKRP mediante ensayo de doble híbrido en 
levadura. La interacción entre el híbrido del dominio de unión a DNA de Gal4(GBD)‐
GKRP y el dominio de activación transcripcional de Gal4(GAD)‐GCK silvestre y 
mutantes, se estudió en la cepa Y187 de Saccharomyces cerevisiae. Los experimentos 
en filtro se llevaron a cabo con al menos ocho transformantes independientes para 
cada caso. En los experimentos control, el híbrido GBD‐GKRP no interaccionó con GAD 
y el híbrido GAD‐GCK no interaccionó con GBD (no mostrado). Además se comprobó 







                     
                               
                             
                           
                         
             
Figura 16. Proteína GKRP‐Flag purificada. Se muestra el resultado de dos 
purificaciones independientes (A y B) de la proteína GKRP‐Flag tras someter 2, 4 y 6 µl 
del eluido final la proteína a SDS‐PAGE al 10%. A) Concentración de proteína en el 
eluido 2,5 mg/ml y tinción con coomasie. B) Concentración de proteína en el eluido 
2,1 mg/ml y tinción con BlueSafe. PM 1: Spectra Multicolor Broad Range Protein 






                       
                           
                       
                           
                           
                     
                   
                           
 
Figura 17. Efecto inhibitorio de la proteína GKRP‐Flag purificada sobre la actividad 
glucokinasa de las GST‐GCK silvestre y mutantes. El ensayo se realizó en un volumen 
final de 50 μl, a 30ºC, en un espectrofotómetro UVIKONxl (Secomam), en presencia 
de S6P 10 µM, glucosa 5 mM y las concentraciones indicadas de GKRP‐Flag. Los 
valores representados corresponden a la media ± SD de los valores obtenidos en al 
menos seis valoraciones independientes de cada proteína. Para ambos mutantes, se 
detectaron diferencias significativas (p<0,05) respecto a la proteína de referencia GST‐






                             
                     
                   
                       
                            
             
Figura 18. Ubicación de los residuos Thr60 y Ala201 en el modelo estructural de la 
GCK. Las estructuras proteicas (PDB, códigos IV4S, conformación cerrada y IV4T, 
conformación super‐abierta) se han representado utilizando el programa PyMOL. Los 
residuos mutados identificados como causa de diabetes MODY2 se muestran en rojo. 
A) Conformación cerrada, en cian está representada la molécula de glucosa y en azul 




                   
                       
         
              
                 
                       
                         
                         
                         
                             
                   
      
                 
                               
                     
                         
                               
                         
                           
 
 
1.6.1 Caracterización funcional de las mutaciones MODY2 T60I y A201S. 
A continuación procedimos a evaluar el efecto de estas mutaciones sobre la 
actividad catalítica de la enzima. 
1.6.1.1Purificación de los mutantes GCK‐GCK(T60I) y GST‐GCK(A201S). 
Las proteínas mutantes GST‐GCK(T60I) y GST‐GCK(A201S) se expresaron y 
purificaron siguiendo la misma estrategia que la utilizada para las mutaciones MODY2 
analizadas anteriormente (apartado 1.2 de la sección de Resultados). En ambos casos se 
observó una única banda de aproximadamente 75 KDa tras someter las preparaciones a 
SDS‐PAGE y posterior tinción con BlueSafe (Figura 19). El rendimiento de la purificación 
fue alrededor de un 40% menor para el mutante GST‐GCK(T60I) que para la proteína de 
referencia, no detectándose diferencias significativas en el caso del mutante GST‐
GCK(A201S) (Tabla 8). 
1.6.1.2 Análisis cinético de los mutantes GST‐GCK(T60I) y GST‐GCK(A201S). 
Como se refleja en la Tabla 9, las mutaciones T60I y A201S ejercen un efecto 
negativo sobre la actividad catalítica de la GCK. Ambas mutaciones reducen 
significativamente el valor de la constante catalítica Kcat y aumentan las constantes de 
afinidad para ambos sustratos, S0,5 y Km. El efecto más drástico es el causado por la 
mutación T60I que conserva menos del 1% de actividad enzimática, mientras la proteína 





                      
       
                       
                             
                             
                     
                         
                               
                           
                     
   
1.6.1.3Análisis de la estabilidad de los mutantes GST‐GCK(T60I) y GST‐GCK(A201S) en 
función de la temperatura. 
El análisis de la estabilidad de las proteínas GST‐GCK portadoras de las 
mutaciones T60I y A201S se realizó de igual manera que en los casos anteriores (apartado 
1.4 de Resultados). Como se muestra en la Figura 20, la actividad de las proteínas 
mutantes GST‐GCK(T60I) y GST‐GCK(A201S) es más sensible a los incrementos de 
temperatura que la de la proteína de referencia. Aunque ambos mutantes son estables 
a 37ºC, la proteína GST‐GCK(T60I) pierde el 50% de su actividad tras la incubación a 42ºC, 
mientras que el mutante GST‐GCK(A201S) lo hace a 50ºC (Figura 20A). La cinética de 












                 
                       
                       
                             
                     
     
Figura 19. Proteínas de fusión GST‐GCK, GST‐GCK(T60I) y GST‐GCK(A201S) 
purificadas. Se muestra una figura representativa correspondiente a cada una de las 
proteínas purificadas junto al patrón de peso molecular, tras ser sometidas a SDS‐
PAGE al 10% y tinción con BlueSafe como se describen en el apartado 2.6 de 
Materiales y Métodos. PM: marcador de peso molecular Spectra Multicolor Broad 







       
       
       
                     
                       
                       
                          
                       
                       
                         





GST‐GCK 4,6 ± 1,6 
GST‐GCK(T60I) 2,7 ± 0,4* 
GST‐GCK(A201S) 3,2 ± 0,3 
Tabla 8. Rendimiento de purificación de las proteínas GST‐GCK, GST‐GCK(T60I) y 
GST‐GCK(A201S). Los resultados se muestran como media ± SD de los valores 
obtenidos en al menos tres purificaciones independientes. Los datos se expresan en 
miligramos de proteína obtenida por litro de cultivo de partida. La concentración de 
proteína se determinó mediante el kit Bio‐Rad Protein Assay. Para facilitar la 
comparación, el dato correspondiente a la proteína de referencia (GST‐GCK) es el 
mismo que el presentado en la Tabla 6. (*) Se consideraron diferencias significativas 








                     
                       
                       
                           
                             
                             
                   
                       
                           
                                    
                         
                                 
Tabla 9. Parámetros cinéticos de las proteínas GST‐GCK(T60I) y GST‐GCK(A201S). Los 
ensayos fueron llevados a cabo en un lector de microplacas Varioskan Flash 
Multimode Reader y los parámetros cinéticos calculados como se describe en el 
apartado 2.7.1 de Materiales y Métodos. El índice de actividad de cada mutante fue 
referido al de la proteína de referencia GST‐GCK para obtener los valores de Índice de 
actividad relativo (Iar). Los datos se expresan como media ± SD de 6 valoraciones de 
proteínas procedentes de al menos tres purificaciones independientes. Notese que 
los datos correspondientes a la proteína de referencia GST‐GCK muestran las medias 
obtenidas en los experimentos llevados a cabo en este apartado y los mostrados en 
el apartado 1.3 (Tabla 7). El coeficiente de Hill (h) y el Iar carecen de unidades. (*) Se 
consideraron diferencias significativas valores de p<0 ,05. Se utilizó el test U de Mann– 







                         
                           
                             
                           
                             
                         
                         
                 
                             
 
Figura 20. Efecto de la temperatura sobre la actividad enzimática de las proteínas 
GST‐GCK silvestre y mutantes. Diluciones de proteína a 0,25 mg/ml en tampón de 
congelación (glicerol al 30%, glucosa 50 mM, glutatión 10 mM, DTT 5 mM, KCl 200 
mM y Tris/HCl 50 mM (pH 8)) fueron incubadas a diferentes temperaturas durante 30 
min (A) o a 50ºC durante distintos tiempos (B). En ambos casos se realizaron los 
ensayos de actividad enzimática a 30ºC, en un lector de microplacas Varioskan Flash 
Multimode Reader. Los datos representados corresponden a las medias ± SD de al 
menos 4 valoraciones independientes. (*) Se consideraron diferencias significativas 





                             
       
                           
                                 
                     
            
                     
                             
                           
         
                           
                   
                   
                         
                           
                       
 
   
1.6.2 Efecto de las mutaciones T60I y A201S sobre la interacción de la glucokinasa con 
su proteína reguladora GKRP. 
Para investigar el efecto de las mutaciones T60I y A201S sobre la interacción entre 
la GCK y la GKRP se llevaron a cabo experimentos de doble híbrido en levadura y ensayos 
de actividad glucokinasa en presencia de GKRP‐Flag, como se describió anteriormente 
en el apartado 1.5 de Resultados. 
La actividad β‐galactosidasa obtenida de los ensayos de doble híbrido y valorada 
en ensayos en filtro se muestra en la Figura 21. La mutación A201S disminuye la 
intensidad de interacción del ensayo en filtro, mientras que la mutación T60I impide la 
interacción entre las dos proteínas. 
La Figura 22 muestra los resultados de los ensayos de inhibición de la actividad 
glucokinasa de las proteínas GST‐GCK(T60I) y GST‐GCK(A201S) por GKRP‐Flag, utilizando 
como controles las proteínas GST‐GCK y GST‐GCK(A456V). Ambos mutantes mostraron 
menor sensibilidad a la inhibición por GKRP‐Flag que la proteína de referencia GST‐GCK, 
ya que en presencia de 200 nM de GKRP‐Flag el mutante GST‐GCK(T60I) mantenía más 





                              
                          
                     
                       
                         
                         
                         
                           
 
Figura 21. Interacción entre la GCK y la GKRP mediante ensayo de doble híbrido en 
levadura. La interacción entre el híbrido del dominio de unión al DNA de Gal4(GBD)‐
GKRP y el dominio de activación transcripcional de Gal4(GAD)‐GCK silvestre y 
mutantes, se estudió en la cepa Y187 de Saccharomyces cerevisiae. Los experimentos 
en filtro se llevaron a cabo con al menos ocho transformantes independientes para 
cada caso. En los experimentos control, el híbrido GBD‐GKRP no interaccionó con GAD 
y el híbrido GAD‐GCK no interaccionó con GBD (no mostrado). Además, se comprobó 








                       
                           
                           
                       
                         
                     
                     
                       
Figura 22. Efecto inhibitorio de la GKRP‐Flag purificada sobre la actividad enzimática 
de GST‐GCK(T60I) y GST‐GCK(A201S). El ensayo se realizó en un volumen final de 50 
μl a 30ºC en un espectrofotómetro UVIKONxl (Secomam), en presencia de S6P 10 µM, 
glucosa 5 mM y las concentraciones indicadas de GKRP‐Flag. Se representan las 
medias ± SD de los valores obtenidos en al menos seis valoraciones independientes 
de cada proteína. Para todos los mutantes ensayados se detectaron diferencias 
significativas (p<0,05) respecto a la proteína de referencia GST‐GCK a concentraciones 




                      
 
                             
                           
                           
                         
                           
                           
                   
                       
                       
                 
               
                       
                           
                     
                  
                             
                       
                           
                           
                           
                     
1.7 Localización subcelular de los mutantes MODY2 de pérdida de interacción con 
GKRP. 
Como se ha descrito en la Introducción, la unión de la GKRP a la glucokinasa, 
además de inhibir la actividad de la enzima, produce su translocación al núcleo celular. 
Por ello, a continuación nos propusimos analizar si los efectos observados en los ensayos 
de doble híbrido y de inhibición enzimática para los mutantes de glucokinasa localizados 
en los residuos Thr60 y Ala201, se correspondían con un efecto en la localización núcleo‐
citoplásmica de la GCK. Con este fin se contransfectaron células HepG2 con los plásmidos 
pEGFPC3‐GCK silvestre y mutantes, que expresan las correspondientes proteínas de 
fusión GFP‐GCK, junto con el plásmido pmCherry‐GKRP que expresa la GKRP humana 
fusionada a la proteína fluorescente mCherry. Como control adicional se analizó la 
localización subcelular de las proteínas expresadas desde los plásmidos pEGFPC3‐
GCK(A201V) y pEGFPC3‐GCK(T60A), cuyas mutaciones habían sido identificadas 
previamente por nuestro grupo (apartado 1.6 de Resultados). La expresión de las 
proteínas en las células transfectadas se confirmó mediante western blot (Figura 23) y la 
localización subcelular de las proteínas de fusión GFP‐GCK y GKRP‐mCherry fueron 
analizadas mediante microscopía de fluorescencia (Figura 24; Tabla 10). 
Como se muestra en la Figura 24, la fluorescencia de la GFP libre es detectada 
principalmente en el núcleo celular, tanto en presencia como en ausencia de GKRP‐
mCherry. Sin embargo, la fluorescencia de la fusión GFP‐GCK se acumula en el citoplasma 
de las células que no expresan GKRP‐mCherry. Por el contrario, cuando la GFP‐GCK es 
coexpresada con la proteína GKRP‐mCherry la mayoría de las células la acumulan en el 




                               
                           
                       
     
                         
                         
                           
                           
                           
                           
       
 
   
detectada en el núcleo de las células HepG2 sólo en presencia de GKRP (149). Por su 
parte, la fluorescencia roja de la proteína mCherry y de la fusión GKRP‐mCherry es 
detectada principalmente en el núcleo de las células HepG2, independientemente de la 
coexpresión de GFP‐GCK. 
La mayoría de las células que expresan las proteínas GFP‐GCK mutantes para los 
residuos Thr60 y Ala201 acumulan estas en el citoplasma, aún en presencia de GKRP‐
mCherry (Figura 24). Si bien el mutante GFP‐GCK(A201S), a diferencia de los demás, se 
acumula en el núcleo en el 26% de células que coexpresan GKRP‐mCherry (Tabla 10). 
Estos resultados indican que las mutaciones en los residuos Thr60 y Ala201 de la 
glucokinasa interfieren en su interacción con la proteína reguladora GKRP y así en su 







                   
                   
                     
                     
                             
                     
                       
                   
               
                     
                           
                   
           
Figura 23 (Página siguiente). Inmunodetección mediante western blot de las 
proteínas GFP‐GCK (silvestre y mutantes) y GKRP‐mCherry. Células HepG2 fueron 
cotransfectadas con 2  μg de los plásmidos pEGFPC3 y pEGFPC3‐GCK silvestre y 
mutantes y 6  μg de los plásmidos pmCherry o pmCherry‐GKRP. Transcurridas 42 
horas, se recogieron y lisaron como se indica en el apartado 2.10 de Materiales y 
Métodos. Las preparaciones se sometieron a SDS‐PAGE y se transfirieron a 
membranas de PVDF. Las membranas se incubaron con los anticuerpos primarios 
rabbit anti GFP‐Nter; Polyclonal anti DS‐Red y Monoclonal Mouse Anti‐Actin, 
respectivamente. Se utilizaron los correspondientes anticuerpos secundarios Goat 
anti rabbit‐HRP; Goat anti rat‐HRP; ECL anti Mouse IgG, HRP‐linked, respectivamente. 
En cada carril se indica las proteínas expresadas tras la transfección. Mock: Células no 
transfectadas. Las flechas señalan las bandas correspondientes a las proteínas 
indicadas. Los asteriscos señalan bandas inespecíficas. 
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Figura 24 (Página siguiente). Localización subcelular de las proteínas GFP y GFP‐GCK 
silvestre y mutantes en células HepG2 que coexpresan mCherry o GKRP‐mCherry. 
Las células adheridas a cubreobjetos de vidrio fueron transfectadas transitoriamente, 
en placas multipocillos de 6 pocillos, con 1 μg de los plásmidos pEGFPC3 o pEGFPC3‐
GCK correspondientes y 3  μg de los plásmidos pmCherry o pmCherry‐GKRP. 
Transcurridas 42 horas tras la transfección, las células fueron fijadas y los núcleos se 
tiñeron de azul con DAPI, como se describe en el apartado 2.11 de Materiales y 
Métodos. El análisis de la distribución de la fluorescencia se realizó con un 
microscopio de fluorescencia y la adquisición de imágenes con un microscopio con 
sistema confocal, como se indica en el apartado 2.13 de Materiales y Métodos. A y B) 
Se muestran imágenes representativas de células que expresan las proteínas 
indicadas. Las barras de escala situadas en las imágenes con DAPI corresponden a 10 
μm. C y D) Porcentaje de células que acumulan las fusiones a GFP (fluorescencia verde) 
en el citoplasma. Los datos representados se han extraído de la Tabla 10 y se muestran 
los valores medios ± SD. C) Células que coexpresan mCherry con GFP o con la fusión 
GFP‐GCK. D) Células que coexpresan GKRP‐mCherry con GFP o con las fusiones GFP‐
GCK silvestre o mutantes. Para todos los mutantes se detectaron diferencias 
significativas en el porcentaje de células con acumulación de fluorescencia verde en 
el citoplasma cuando se coexpresa GKRP‐mCherry, respecto a la proteína de 
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Tabla 10 (Página siguiente). Distribución de la fluorescencia de las fusiones a GFP y a 
mCherry en células HepG2. Las células fueron transfectadas y tratadas como se indicó 
en la Figura 24. El análisis visual de las células transfectadas se llevó a cabo mediante 
un microscopio de fluorescencia tal y como se indica en el apartado 2.13 de Materiales 
y métodos. La distribución de la fluorescencia en las células se clasificó en H: 
homogénea, N: predominantemente nuclear o C: predominantemente citoplásmica. Se 
muestran los valores medios ± SD en porcentaje de células con la distribución indicada 
de la fluorescencia. Nº Células corresponde al número total de células analizadas en un 
mínimo de tres cotransfecciones independientes realizadas por duplicado. Solo se 
tuvieron en cuenta las células en las que se detectaban ambas fluorescencias, verde y 
roja. Notese que los datos presentados en las columnas controles referidos a GFP y 
GFP‐GCK + mCherry o + GKRP‐mCherry, reflejan las medias observadas en los 
experimentos mostrados en este apartado y los mostrados en el apartado 2.4.1 (Tabla 
15). (*) Se consideraron diferencias significativas, al comparar los valores obtenidos 
frente a las células que expresaban la proteína GFP‐GCK, valores de p<0,05 mediante 








GFP GFP-GCK GFP GFP-GCK 
T60A T601 A201P A201S A201T A201V 
•P'o ae ce1u1asl 
-n H 59,1±5,9* 4,1±2,5 64,3 ± 10,2* 31,1 ± 5,2 28,1±5,5 22,5 ± 1,3* 13,8 ± 8,4 5,6 ± 3,3* 23,9 ± 6,5 36,6 ± 11,6 e-
<~ CD CD N 37,5 ± 8,9* 1,0 ± 1,7 34,7 ± 10,0* 65,9 ± 3,6 2 ± 1,6* 5,3 ± 3,9* 2,9 ± 2,1 * 25,7 ± 11,1 * 4,6 ± 2,3* 2,5 ± 2,4* .... 111 c.. n 
CD CD 
::::1 
n e 3,5 ± 3,5* 94,9 ±4,1 3,0 ± 2,8 3,1±4,3 69,9 ± 5,5* 72,2 ± 2,9* 83,3 ± 7,0* 68,7 ± 10,8* 71,5 ± 5,3* 61,0 ± 12,3* iii' 
-




.s!. ~ N 55,9 ± 5,4 59,3 ± 3,3 54,9 ± 5,5 58,6 ± 10,6 53,6 ± 13,2 70,5 ± 8,6 57,1±1,3 59,8 ± 6,2 47,4 ± 23,9 39,8 ± 19,6 
OJ CD 
::::1 
n e 3,6 ± 3,4 1,2 ± 0,8 2,7 ± 2,0 2,0 ± 2,9 1,9 ± 1,4 2,8±1,3 3,2 ± 2,4 3,3 ± 2,5 1,9 ± 2,1 7,7 ± 8,2 iii' 







                
               
                   
                           
                           
                           
                           
                       
                        
             
                         
                         
                     
                         
                             
                         
                               
                     
   
2 CARACTERIZACIÓN FUNCIONAL DE MUTACIONES MODY2 LOCALIZADAS EN LA 
SEÑAL DE EXPORTACIÓN NUCLEAR (NES) DE LA GLUCOKINASA. 
En apartados anteriores se han analizado mutaciones MODY2 que, interfiriendo 
en la interacción de la glucokinasa con su proteína reguladora, impiden o dificultan la 
entrada de la enzima al núcleo de la célula. Hemos querido complementar este estudio 
con el análisis de mutaciones MODY2 que pudieran afectar al proceso de exportación de 
la glucokinasa desde el núcleo al citoplasma por estar situadas en la secuencia de 
aminoácidos propuesta como señal de exportación nuclear (NES) de la enzima (137). 
2.1 Ubicación de la señal de exportación nuclear en la estructura tridimensional de 
la glucokinasa y de las mutaciones analizadas. 
Como se ha mencionado en la Introducción, la NES de la glucokinasa está 
localizada en la hélice  α‐8 y comprende los residuos de aminoácido que cubren las 
posiciones 300 a 310 (137) (Figura 25). Hemos caracterizado funcionalmente todas 
aquellas mutaciones MODY2, ubicadas en la secuencia NES de la glucokinasa que estaban 
descritas al inicio de este trabajo. Estas mutaciones se describen en el apartado 1.1 de 
Materiales y Métodos (Tabla 2) y son: E300K, E300Q, V302E, R303W, L304P, L306R, 
R308W, L309H y L309P. La posición de las mutaciones dentro de la secuencia NES y su 






                             
                   
                       
                       
                               
       
Figura 25. Localizacion de la secuencia NES en el modelo estructural de la GCK. Las 
estructuras proteicas (PDB, códigos IV4S, conformación cerrada y IV4T, conformación 
super‐abierta) se han representado utilizando el programa PyMOL. La hélice α‐8 y las 
cadenas laterales de los residuos afectados se muestran en verde. A) Conformación 
cerrada, en cian está representada la molécula de glucosa y en azul oscuro el GKA 








                           
                         
                     
                         
                              
                               
                       
                     
 
Figura 26. Comparación de la secuencia de aminoácidos 299 a 359 de la glucokinasa 
humana con otras glucokinasas para analizar la conservación de los residuos de la 
secuencia NES. Los números indican los aminoácidos en las secuencias polipeptídicas 
de las proteínas. En rojo se muestran los residuos afectados por las mutaciones 
MODY2. Nótese que la secuencia de la GCK humana contiene un residuo de Arg en 
posición 308 mientras que la gck de rata contiene un residuo de Lys en esa misma 
posición. Se indica la estructura secundaria de la proteína en hélices  α (sombreado 





            
                           
                       
                           
                             
                               
                           
                   
                         
                   
                   
                               
                       
                           
                       
                       
    
                       
                   
           
 
 
2.2 Localización subcelular de la proteína ratgck(299‐359)‐GFP. 
Para estudiar el efecto de las mutaciones sobre la actividad de la secuencia NES 
se utilizó el plásmido pEGFPN2‐ratgck(299‐359) que expresa una proteína de fusión que 
contiene los aminoácidos 299 a 359 de la glucokinasa de rata fusionados al extremo N‐
terminal la GFP (Figura 27). Debido a su pequeño tamaño (≈34 kDa), esta proteína de 
fusión entra por difusión en el núcleo sin requerimiento de GKRP y había sido la utilizada 
en el trabajo original para identificar la secuencia NES de la glucokinasa (137). Se 
realizaron mutagénesis dirigidas en este plásmido para introducir los correspondientes 
cambios de aminoácidos y se transfectó la línea celular HEK293T con los plásmidos 
resultantes. Como controles adicionales se transfectaron células con los plásmidos 
pEGFPN2 que expresa la GFP libre, pEGFPN2‐ratgck(299‐359)(K308R) que expresa la 
proteína de fusión donde la lisina 308 de la glucokinasa de rata se ha sustituido por 
arginina para obtener la secuencia de aminoácidos de la NES humana y pEGFPN2‐
ratgck(299‐359)mt3 que contiene la triple sustitución de las leucinas 306, 307 y 309 por 
alaninas que inactiva la NES (137). La expresión de las proteínas ratgck(299‐359)‐GFP 
silvestre y mutantes en las células transfectadas se confirmó mediante western blot 
(Figura 28). 
La distribución e intensidad relativa de la fluorescencia en los compartimentos de 
las células transfectadas se analizó mediante microscopía de fluorescencia (Figuras 29 ‐





       
   
                
   
     
     
  
   
       
  
   
       
     
     
  
   
       
     
     
     
                         
                   
                           
                             
                             
                         
                   
             
Secuencia NES (300‐310) Proteína Referencia
3 0 0 - E L V R L V L L K L V - 3 1 0  ratgck(299‐359) ‐GFP (137)
(299‐359) (García‐Herrero C.M. 3 0 0 - E L V R L V L L R L V - 3 1 0  ratgck (K308R)‐GFP (NES humano) y Navas M.A. (168))
(299‐359)3 0 0 - E L V R L V A A K A V - 3 1 0  ratgck mt3‐GFP (137)
(299‐359)3 0 0 - K L V R L V L L K L V - 3 1 0  ratgck (E300K)‐GFP Este trabajo
(299‐359)3 0 0 - Q L V R L V L L K L V - 3 1 0  ratgck (E300Q)‐GFP Este trabajo
(299‐359) (García‐Herrero C.M. 3 0 0 - E L E R L V L L K L V - 3 1 0  ratgck (V302E)‐GFP y Navas M.A. (168))
3 0 0 - E L V W L V L L K L V - 3 1 0  ratgck(299‐359)(R303W)‐GFP (García‐Herrero C.M. y Navas M.A. (168))
3 0 0 - E L V R P V L L K L V - 3 1 0  ratgck(299‐359)(L304P)‐GFP Este trabajo
3 0 0 - E L V R L V R L K L V - 3 1 0  ratgck(299‐359)(L306R)‐GFP Este trabajo
3 0 0 - E L V R L V L L W L V - 3 1 0  ratgck(299‐359)(K308W)‐GFP (García‐Herrero C.M. y Navas M.A. (168))
3 0 0 - E L V R L V L L K P V - 3 1 0  ratgck(299‐359)(L309P)‐GFP Este trabajo
3 0 0 - E L V R L V L L K H V - 3 1 0  ratgck(299‐359)(L309H)‐GFP Este trabajo
3 0 0 - K L V R P V L L K P V - 3 1 0  ratgck(299‐359)(E300K/L304P)‐GFP Este trabajo
Figura 27. Esquema de la proteína de fusión ratgck(299‐359)‐GFP y mutantes. La 
proteína ratgck(299‐359)‐GFP contiene un fragmento de la glucokinasa de rata 
(aminoácidos 299 a 359, ver Figura 26) que incluye la secuencia NES (aminoácidos 300 
a 310) fusionado al extremo N‐terminal de la GFP. Se muestra la secuencia natural de 
la NES de la glucokinasa de rata, seguido del mutante K308R que genera la secuencia 
NES humana, el mutante mt3, y seguido a continuación de todos los mutantes 
construidos en este laboratorio, con indicación de las correspondientes referencias. 





                     
                       
         
                         
                         
                          
                     
               
                       
                         
                   
           
Figura 28. Inmunodetección mediante western blot de las proteínas GFP y ratgck(299‐
359)‐GFP silvestre y mutantes. Células HEK293T fueron transfectadas con 1 μg de los 
plásmidos pEGFPN2, pEGFPN2‐ratgck(299‐359) y pEGFPN2‐ratgck(299‐359)mt3. 
Transcurridas 42 horas desde la transfección, las células se recogieron y lisaron como 
se indica en el apartado 2.10 de Materiales y Métodos. Las preparaciones se 
sometieron a SDS‐PAGE y se transfirieron a membranas de PVDF. Las membranas se 
incubaron con los anticuerpos primarios rabbit anti GFP‐Nter y Monoclonal Mouse 
Anti‐Actin, respectivamente. Posteriormente se incubaron con sus correspondientes 
anticuerpos secundarios Goat anti rabbit‐HRP y ECL anti Mouse IgG, HRP‐linked. En 
cada carril se indica la proteína expresada tras la transfección. Mock: células no 
transfectadas. Las flechas señalan las bandas correspondientes a las proteínas 




                          
   
                 
                             
                   
                               
                             
                             
                         
                         
                         
                     
                    
                     
                           
                         
                           
                               
                           
                         
                       
                   
                 
2.2.1 Confirmación de la presencia de una secuencia NES funcional en la proteína de 
referencia ratgck(299‐359)‐GFP. 
Como se había observado anteriormente en nuestro laboratorio (García‐Herrero 
C.M. y Navas M.A. (168)), en la mayoría de las células transfectadas que expresan la 
proteína de fusión ratgck(299‐359)‐GFP, la fluorescencia se aprecia visualmente homogénea 
en el núcleo y el citoplasma (Figura 29A y Tabla 11), aunque su intensidad calculada es 
mayor en el citoplasma (intensidad relativa N/C = 0,76 ± 0,1; Figura 29A). Este resultado 
es el que cabría esperar de la presencia de una NES funcional, contrariamente a lo 
observado en las células que expresan la GFP libre o el mutante ratgck(299‐359)mt3‐GFP, 
donde la mayoría de las células acumulan la fluorescencia en el núcleo (intensidad 
relativa N/C = 1,4 ± 0,2 y 1,6 ± 0,4 respectivamente; Figura 29A). 
De manera complementaria, para confirmar la funcionalidad de la secuencia NES 
en nuestra proteína de referencia ratgck(299‐359)‐GFP, investigamos el efecto que 
provocaba sobre su localización núcleo‐citoplásmica la sobreexpresión de la exportina 1/ 
CRM1 o el tratamiento con leptomicina B, un inhibidor de ésta. Observamos que el 
tratamiento con leptomicina B produce una acumulación de la fluorescencia en el núcleo 
celular en más del 70% de las células que expresaban la proteína de referencia 
(intensidad relativa N/C = 1,5 ± 0,3; Figura 29B), mientras que en las células que expresan 
la GFP libre o el mutante mt3 la distribución de la fluorescencia no varía 
significativamente de la observada en ausencia de inhibidor (Figura 29B y Tabla 11). 
Para analizar el efecto causado por la sobreexpresión de CRM1, se realizaron 
cotransfecciones de la línea celular HEK293T con los plásmidos pEGFPN2, pEGFPN2‐




                     
                         
                               
                       
                             
                   
                                   
                           
                       
                   
                       
                   
     
                        
 
                       
                 
                                     
                     
                               
                         
                             
                           
expresión de la exportina 1/ CRM1 se detectó mediante inmunocitoquímica, utilizando 
anticuerpos frente al epítopo HA acoplados al fluoróforo Texas Red. Se analizó la 
distribución subcelular de la fusión a GFP en aquellas células en las que se detectaba 
tanto fluorescencia verde como roja (Figura 29C). Observamos que la sobreexpresión de 
CRM1 no afecta significativamente a la localización de la GFP libre, pero provoca que la 
localización de la proteína ratgck(299‐359)‐GFP sea principalmente citoplásmica en la 
mayoría de las células (76 ± 1%; Intensidad relativa N/C = 0,53 ± 0,1; Figura 29C). Por el 
contrario, el porcentaje de células que acumulan el mutante mt3 en el citoplasma es 
inferior al 30%. Además, un porcentaje similar de células mantenía este mutante 
acumulado principalmente en el núcleo (Figura 29C y Tabla 11). 
En su conjunto, estos resultados confirman la presencia de una secuencia NES 
funcional en la proteína de referencia ratgck(299‐359)‐GFP, significativamente inactivada en 
el mutante mt3. 
2.2.2 Efecto de las mutaciones MODY2 en la localización subcelular de la proteína 
ratgck(299‐359)‐GFP. 
El análisis de la distribución de la fluorescencia en las células HEK293T 
transfectadas con los plásmidos pEGFPN2‐ratgck(299‐359) que portan las correspondientes 
mutaciones MODY2 se muestra en las Figuras 30 a 33 y en la Tabla 12. Como ya se había 
observado previamente en nuestro laboratorio, el cambio K308R, para obtener la 
secuencia NES de la glucokinasa humana, no afecta a la funcionalidad de esta y la mayoría 
de las células que expresan las mutaciones V302E y R303W acumulan la fluorescencia 
principalmente en el núcleo celular (intensidad relativa N/C = 1,4 ± 0,2 en ambos casos; 




                     
                       
                       
                               
                         
                             
                       
                           
                       
                       
                                
                         
                     
                             
                       
                           
                         
                       
                       
                           
                               
                           
                                
que acumulaban la fluorescencia de la proteína ratgck(299‐359)(K308W)‐GFP en la región 
perinuclear (Figura 30C y Tabla 12) (García‐Herrero C.M. y Navas M.A. (168)). 
Por otro lado, observamos que la mutación L306R provocaba la formación de 
agregados en la mayoría de las células (>65%), aunque en el resto, la distribución de la 
fluorescencia no variaba significativamente de la observada en el control (Figura 30 y 
Tabla 12). Un efecto similar observamos al expresar el mismo mutante en la línea celular 
COS‐7 (Resultados no mostrados). La mayoría de las células que expresaban cualquiera 
de las mutaciones de la Leu309, L309H y L309P, mostraban una distribución de la 
fluorescencia homogénea (Intensidad relativa N/C ≈ 1; Figura 30C). Por el contrario, las 
dos mutaciones que afectan al residuo Glu300, E300K y E300Q, provocaban la 
acumulación de la fluorescencia en el citoplasma (Intensidad N/C = 0,54 ± 0,1 y 0,51 ± 
0,03 respectivamente; Figura 30C). Por último, más del 70% de las células que 
expresaban la mutación L304P acumulaban la fluorescencia en el núcleo (Intensidad 
relativa N/C = 1,63 ± 0,2; Figura 30C), de manera similar al mutante control mt3. 
El tratamiento con leptomicina B provocó que la mayoría de las células 
acumularan la fluorescencia en el núcleo (Figura 31 y Tabla 12), aunque alrededor del 
25% de las células que expresaban las mutaciones E300K y E300Q mantenían la 
fluorescencia principalmente en el citoplasma (Tabla 12). Como se refleja en los 
resultados mostrados en la Figura 32, la sobreexpresión de HA‐CRM1 induce la 
acumulación de fluorescencia en el citoplasma en la mayoría de las células que expresan 
las distintas mutaciones, excepto L304P. En este caso, tan sólo el 29% de las células lo 
acumulan en el citoplasma, mientras que el 31% lo acumula principalmente en el núcleo, 




                     
                             
                         
                             
                             
   
                          
   
                           
                       
                           
                     
                       
                      
                             
                               
                             
                 





En conjunto, estos resultados indican que las mutaciones MODY2 localizadas en 
la secuencia NES de la glucokinasa alteran la actividad de la señal de exportación nuclear. 
Las mutaciones que afectan al glutamato 300 refuerzan la señal, mientras que las 
mutaciones de los residuos 302, 303, 304 y 309 la inactivan en distintos grados, siendo 
la mutación L304P la que ejerce un efecto mayor, similar al causado por el mutante 
control mt3. 
2.2.3 Efecto de la mutación L304P en la localización subcelular de la proteína de 
fusión ratgck(299‐359)(E300K)‐GFP. 
Con el objetivo de confirmar el efecto inactivante de la mutación L304P sobre la 
secuencia NES de la glucokinasa, construimos un plásmido que portaba esta mutación 
junto con la mutación E300K, la cual habíamos observado que potenciaba la NES (Figura 
30 y Tabla 12). Se transfectaron células HEK293T con el plásmido pEGFPN2‐ratgck(299‐
359)(E300K/L304P) y se analizó la distribución de la fluorescencia en las mismas 
condiciones descritas en los apartados anteriores. Observamos que la fluorescencia de 
la proteína doble mutante se acumula en el núcleo en la mayoría de las células 
transfectadas (Figura 33) y que, al igual que ocurría con los mutantes L304P y mt3, el 
30% de las células mantenían la fluorescencia principalmente en el núcleo a pesar de la 
sobreexpresión de exportina 1/CRM1. Estos resultados confirmaban el efecto 









                   
                   
                   
             
                       
                               
                             
                      
                       
                           
                           
                     
                       
                           
                         
                     
                               
                               
                             
                   
                      
               
Figura 29 (Página siguiente). Localización subcelular de las proteínas GFP, ratgck(299‐
359)‐GFP y ratgck(299‐359)mt3‐GFP en células HEK293T. Las células cultivadas sobre 
cubreobjetos de vidrio fueron transfectadas transitoriamente con 0,5  μg de los 
plásmidos pEGFPN2, pEGFPN2‐ratgck(299‐359) y pEGFPN2‐ratgck(299‐359)mt3. Pasadas 42 
horas, las muestras se prepararon para su análisis por microscopía de fluorescencia 
como se indica en el apartado 2.11 de Materiales y Métodos (A). B) Las células fueron 
incubadas en presencia de leptomicina B (LMB) 40 nM durante 6 horas. C) Las células 
fueron cotransfectadas con 1,5 μg del plásmido pCMV‐HA‐CRM1 y tratadas para la 
detección de HA‐CRM1 mediante inmunotinción con TexasRed, como se indica en el 
apartado 2.10 de Materiales y Métodos. Los núcleos celulares se tiñeron de azul con 
DAPI. El análisis de la distribución de la fluorescencia verde se realizó utilizando un 
microscopio Leica DMRB. A la izquierda se muestran imágenes representativas de 
cada grupo de células adquiridas con un microscopio confocal LEICA DMIRE2. Las 
barras de escala mostradas en las imágenes de las tinciones con DAPI corresponden a 
10  μm. En las gráficas centrales están representados los valores medios ± SD en 
porcentaje de células que presentaban acumulación de fluorescencia en el núcleo 
según datos extraidos de la Tabla 11. En las gráficas situadas a la derecha se muestran 
los valores medios ± SD de las relaciones de intensidad N/C, calculadas a partir de al 
menos 10 células de cada preparación, salvo para la GFP libre que se analizaron 7 
células. (*) Se consideraron diferencias significativas, al comparar los valores 
obtenidos frente a las células que expresaban la proteína ratgck(299‐359)‐GFP, valores 









                    
                   
                               
                               
                         
                     
             
                           
                         
                     
                     
                         
                     
                       
                         
                       
                         
 
Tabla 11 (Página siguiente). Distribución subcelular de las proteínas GFP, ratgck(299‐
359)‐GFP y ratgck(299‐359)mt3‐GFP en células HEK293T. Las células fueron transfectadas 
y tratadas como se indicó en la Figura 29. El análisis visual de las células transfectadas 
se llevó a cabo mediante un microscopio de fluorescencia tal y como se indica en el 
apartado 2.13 de Materiales y métodos. La distribución de la fluorescencia verde en 
las células se clasificó en H: homogénea, N: predominantemente nuclear, C: 
predominantemente citoplásmica o PN: predominantemente perinuclear. Se 
muestran los valores medios ± SD en porcentaje de células con la distribución indicada 
de la fluorescencia. Nº Células corresponde al número total de células analizadas en 
un mínimo de tres transfecciones independientes realizadas por duplicado. A) Células 
transfectadas y tratadas para microscopía de fluorescencia. B) Las células fueron 
tratadas con leptomicina B 40 nM durante 6 horas. C) Las células fueron 
cotransfectadas con 1,5 μg del plásmido pCMV‐HA‐CRM1 y tratadas para la detección 
de HA‐CRM1 mediante inmunotinción con TexasRed. Solo se tuvieron en cuenta las 
células en las que se detectaba fluorescencia verde y roja. (*) Se consideraron 
diferencias significativas al comparar los valores obtenidos frente a las células que 













                     
                   
                   
             
                       
                           
                               
                       
                           
                     
                             
                               
                       
                 
                             
                             
                         
                       
                   
                         
                       
                         
 
Figura 30 (Página siguiente). Localización subcelular de las proteínas de fusión 
ratgck(299‐359)‐GFP mutantes en células HEK293T. Las células cultivadas sobre 
cubreobjetos de vidrio fueron transfectadas transitoriamente con 0,5  μg de los 
plásmidos pEGFPN2‐ratgck(299‐359) correspondientes. Transcurridas 42 horas, las 
muestras se prepararon para su análisis por microscopía de fluorescencia como se 
indica en el apartado 2.11 de Materiales y Métodos. Los núcleos celulares se tiñeron 
de azul con DAPI. El análisis de la distribución de la fluorescencia se realizó con un 
microscopio de fluorescencia y la adquisición de imágenes con un microscopio con 
sistema confocal, como se indica en el apartado 2.13 de Materiales y Métodos. A) 
Imágenes representativas de cada grupo de células adquiridas con un microscopio 
confocal LEICA DMIRE2. En las imágenes de la tinción con DAPI las barras de escala 
corresponden a 10 μm. B) Los datos representados se han extraído de la Tabla 12 y se 
expresan como valores medios ± SD en porcentaje de células que presentaban 
acumulación de fluorescencia mayoritariamente en el núcleo. C) Representación 
gráfica de los valores medios ± SD de las relaciones de intensidad N/C calculadas a 
partir de al menos 10 células de cada preparación. Para facilitar la comparación en B 
y C se han incluido los datos correspondientes a los controles: GFP, ratgck(299‐359)‐GFP 
y ratgck(299‐359)(mt3)‐GFP (barras negras) extraídos de la Figura 29. Para el mutante 
ratgck(299‐359)(L306R)‐GFP se han representado los datos correspondientes al 35% de 
las células en las que no detectamos agregados de fluorescencia. (*) Se consideraron 
diferencias significativas al comparar los valores obtenidos frente a las células que 
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Figura 31 (Página siguiente). Localización subcelular de las proteínas de fusión 
ratgck(299‐359)‐GFP mutantes en células HEK293T tratadas con Leptomicina B 40 nM. 
Las células cultivadas sobre cubreobjetos de vidrio fueron transfectadas 
transitoriamente con 0,5  μg de los plásmidos pEGFPN2‐ratgck(299‐359) 
correspondientes. 42 horas tras la transfección, las células fueron incubadas en 
presencia de leptomicina B (LMB) 40 nM durante 6 horas y se prepararon para su 
análisis por microscopía de fluorescencia como se indica en el apartado 2.11 de 
Materiales y Métodos. Los núcleos celulares se tiñeron de azul con DAPI. El análisis de 
distribución de la fluorescencia se realizó con un microscopio de fluorescencia y la 
adquisición de imágenes con un microscopio con sistema confocal, como se indica en 
el apartado 2.13 de Materiales y Métodos. A) Imágenes representativas de cada grupo 
de células adquiridas con un microscopio confocal LEICA DMIRE2. En las imágenes de 
la tinción con DAPI las barras de escala corresponden a 10  μm. B) Los datos 
representados se han extraído de la Tabla 12 y se expresan como valores medios ± SD 
en porcentaje de células que presentaban acumulación de fluorescencia 
mayoritariamente en el núcleo. C) Representación gráfica de los valores medios ± SD 
de las relaciones de intensidad N/C calculadas a partir de al menos 10 células de cada 
preparación. Para facilitar la comparación en B y C se han incluido los datos 
correspondientes a los controles: GFP, ratgck(299‐359)‐GFP y ratgck(299‐359)(mt3)‐GFP, 
extraídos de la Figura 29 (barras negras). Para el mutante ratgck(299‐359)(L306R)‐GFP se 
han representado los datos correspondientes al 35% de las células en las que no 
detectamos agregados de fluorescencia. Para ninguno de los mutantes se observaron 
diferencias significativas al comparar los valores obtenidos frente a las células que 











                     
                   
                 
                   
                     
                     
                         
                           
                             
                         
                       
                           
                     
                             
                               
                       
                 
                             
                             
                         
                       
                   
                         
                       
                         
 
Figura 32 (Página siguiente). Localización subcelular de las proteínas de fusión 
ratgck(299‐359)‐GFP mutantes en células HEK293T que coexpresan HA‐CRM1. Las 
células cultivadas sobre cubreobjetos de vidrio fueron transfectadas transitoriamente 
con 0,5  μg de los plásmidos pEGFPN2‐ratgck(299‐359) correspondientes y 1,5  μg del 
plásmido pCMV‐HA‐CRM1. 42 horas tras la transfección, las células fueron tratadas 
para la detección de HA‐CRM1 mediante inmunotinción con TexasRed, y se 
prepararon para su análisis por microscopía de fluorescencia como se indica en el 
apartado 2.11 de Materiales y Métodos. Los núcleos celulares se tiñeron de azul con 
DAPI. Para el análisis de la distribución de la fluorescencia solo se tuvieron en cuenta 
las células en las que se detectaba fluorescencia verde y roja, utilizando un 
microscopio de fluorescencia, y la adquisición de imágenes con un microscopio con 
sistema confocal, como se indica en el apartado 2.13 de Materiales y Métodos. A) 
Imágenes representativas de cada grupo de células adquiridas con un microscopio 
confocal LEICA DMIRE2. En las imágenes de la tinción con DAPI las barras de escala 
corresponden a 10 μm. B) Los datos representados se han extraído de la Tabla 12 y se 
expresan como valores medios ± SD en porcentaje de células que presentaban 
acumulación de fluorescencia mayoritariamente en el núcleo. C) Representación 
gráfica de los valores medios ± SD de las relaciones de intensidad N/C calculadas a 
partir de al menos 10 células de cada preparación. Para facilitar la comparación en B 
y C se han incluido los datos correspondientes a los controles: GFP, ratgck(299‐359)‐GFP 
y ratgck(299‐359)(mt3)‐GFP extraídos de la Figura 29 (barras negras). Para el mutante 
ratgck(299‐359)(L306R)‐GFP se han representado los datos correspondientes al 35% de 
las células en las que no detectamos agregados de fluorescencia. (*) Se consideraron 
diferencias significativas al comparar los valores obtenidos frente a las células que 











                 
                 
                 
                   
                         
                           
                       
                         
                             
                           
                         
                         
                             
                       
                           
                           
                             
                 
                           
                           
                             
       
                          
                       
                         
 
Figura 33. Localización subcelular de la proteína de fusión ratgck(299‐
359)(E300K/L304P)‐GFP en células HEK293T. Las células cultivadas sobre cubreobjetos 
de vidrio fueron transfectadas transitoriamente con 0,5  μg del plásmido pEGFPN2‐
ratgck(299‐359)(E300K/L304P) y en los casos indicados con 1,5 μg del plásmido pCMV‐
HA‐CRM1. 42 horas tras la transfección, las células fueron incubadas durante 6 horas 
con leptomicina B (LMB) 40 nM o tratadas para la detección de HA‐CRM1 mediante 
inmunotinción con TexasRed, y se prepararon para su análisis por microscopía de 
fluorescencia como se indica en el apartado 2.11 de Materiales y Métodos. Los 
núcleos celulares se tiñeron de azul con DAPI. El análisis de la distribución de la 
fluorescencia se llevó a cabo en un microscopio de fluorescencia, y la adquisición de 
imágenes con un microscopio con sistema confocal, como se indica en el apartado 
2.13 de Materiales y Métodos. En el caso de la cotransfección con pCMV‐HA‐CRM1 
solo se tuvieron en cuenta las células en las que se detectaba fluorescencia verde y 
roja. A) Imágenes representativas de cada grupo de células adquiridas con un 
microscopio confocal LEICA DMIRE2. En las imágenes de la tinción con DAPI las barras 
de escala corresponden a 10  μm. B) Los datos representados se han extraído de la 
Tabla 12 y se expresan como valores medios ± SD en porcentaje de células que 
presentaban acumulación de fluorescencia mayoritariamente en el núcleo. C) 
Representación gráfica de los valores medios ± SD de las relaciones de intensidad N/C 
calculadas a partir de al menos 10 células de cada preparación. Para facilitar la 
comparación en B y C se han incluido los datos correspondientes a los controles: GFP, 
ratgck(299‐359)‐GFP, ratgck(299‐359)(mt3)‐GFP, ratgck(299‐359)(E300K)‐GFP y ratgck(299‐
359)(L304P)‐GFP extraídos de las Figuras 29 a 32 (barras negras). (*) Se consideraron 
diferencias significativas, al comparar los valores obtenidos frente a las células que 










                  
                       
                                   
                           
                           
                 
             
                           
                     
                           
                       
                   
                     
                         
                       
                         
                     
                          
                         
Tabla 12 (Página siguiente). Distribución subcelular de las proteínas, ratgck(299‐359)‐
GFP mutantes en células HEK293T. Las células fueron transfectadas y tratadas como 
se indicó en las Figuras 30 a 33. El análisis visual de las células transfectadas se llevó a 
cabo mediante un microscopio de fluorescencia tal y como se indica en el apartado 
2.13 de Materiales y métodos. La distribución de la fluorescencia verde en las células 
se clasificó en H: homogénea, N: predominantemente nuclear, C: 
predominantemente citoplásmica o PN: predominantemente perinuclear. Se 
muestran los valores medios ± SD en porcentaje de células con la distribución indicada 
de la fluorescencia. Para el mutante ratgck(299‐359)(L306R)‐GFP se han representado los 
datos correspondientes al 35% de las células en las que no detectamos agregados de 
fluorescencia. Nº células corresponde al número total de células analizadas en un 
mínimo de tres transfecciones independientes realizadas por duplicado. A) Células 
transfectadas y tratadas para microscopía de fluorescencia. B) Las células fueron 
tratadas con leptomicina B 40 nM durante 6h. C) Las células fueron cotransfectadas 
con 1,5  μg del plásmido pCMV‐HA‐CRM1 y tratadas para la detección de HA‐CRM1 
mediante inmunotinción con TexasRed, solo se tuvieron en cuenta las células en las 
que se detectaba fluorescencia verde y roja. (*) Se consideraron diferencias 
significativas, al comparar los valores obtenidos frente a las células que expresaban la 







ratgckl299·359l( Mutantes)-G FP 
º~idstrib'ulcilón K308R E300Q E300K V302E R303W L304P L306R K308W L309P L309H E300K/L304P 
/ O e ce u as 
H 63,5 ± 5,4 30,4 ± 3,2* 28,3 ± 2,8* 33,0 ± 4,3* 41,7 ± 4,4* 25,0 ± 4,4* 72,3 ± 14,3 16,0 ± 3,9* 67,2 ± 4,8 69,7 ± 6,6 33,3 ± 0,7* 
N 27,0 ± 4,7 1,6 ± 1,1 * 4,5 ± 2,6* 59,0 ± 7,2* 54,5 ± 1,9* 73,6 ± 5,6* 20,2 ± 7,6 24,7 ± 2,9 30,7 ± 4,1 28,6 ± 6,0 63,2 ± 1,0* 
e 5,0 ± 2,9 67,8 ± 3,3* 65,9 ± 4,6* 2,0 ± 0,5* 1,6 ± 0,5* 0,2 ± 0,4* 1,6 ± 0,5* 5,9 ± 3,1 1,6 ± 0,7* 1,3 ± 0,6* 1,1±0,4* 
PN 4,5 ± 1,8 0,3 ± 0,5 0,8 ± 1,4 0±0 0,3 ± 0,5 0,4 ± 0,7 0,5 ± 0,9 53,4 ± 2,1 * 0,6 ± 0,3 0,4 ± 0,8 2,4 ± 1,4 
N2 células 816 896 1250 369 310 958 612 380 706 568 462 
B 
ratgckl299•359l(Mutantes)-GFP + leptomicina B 
º~idstrib'ulcilón K308R E300Q E300K V302E R303W L304P L306R K308W L309P L309H E300K/L304P 
/ O e ce u as 
H 30,4 ± 1,3 8,1±6,0* 8,9 ± 3,5* 29,0 ± 0,0 29,2 ± 1,5 21,0 ± 4,2 25,9 ± 5,9 16,5 ± 3,7* 36,8 ± 15 41,4 ± 20,4 31,2 ± 0,6 
N 67,9 ± 1,0 64,7 ± 19,7 65,4 ± 9,0 70,8 ± 0,4 69,9 ± 0,8 78,6 ± 4,2 73,4 ± 5,8 51,7 ± 0,7* 63,2 ± 15,2 58,6 ± 10,4 66,7 ± 1,2 
e 0±0 27,2 ± 14,6* 25,6 ± 6,8* 0±0 0,6 ± 1,1 0,1±0,3 0,4 ± 0,5 1,1±0,3 0±0 1,4 ± 0,7 0,6 ± 0,5 
PN 2,3 ± 1,6 0±0 0,2 ± 0,6 0,2 ± 0,5 0,3 ± 0,5 0,1±0,4 0,3 ± 0,8 30,5 ± 3,9* 0±0 0,4 ± 0,8 1,5 ± 1,0 
N2 células 525 674 830 570 334 779 581 647 447 469 324 
e 
ratgckl299·359l(Mutantes)-GFP + CRM 1-HA 
º~idstrib'ulcilón K308R E300Q E300K V302E R303W L304P L306R K308W L309P L309H E300K/L304P 
/ O e ce u as 
H 23,2±1,1 20,0 ± 1,0 22,1±0,2 24,9 ± 1,0 27,6 ± 1,8 38,7 ± 3,9* 18,0 ± 7,9 6,1±3,5* 22,9 ± 11,0 20,0 ± 9,1 42,3 ± 1,1 * 
N 0±0 0±0 0±0 0,3 ± 0,6 0±0 31,7 ± 1,1 * 1,0 ± 1,7 1,1 ± 1,1 0,4 ± 0,6 0±0 29,5 ± 0,8* 
e 71,9 ± 1,0 76,2 ± 3,0 75,8 ± 2,6 73,1±3,6 69,4 ± 3,2 29,2 ± 3,4* 74,2 ± 4,8 50,4 ± 2,7* 73,7 ± 13,1 75,4 ± 14,2 26,9 ± 0,4* 
PN 5,0 ± 0,1 3,8 ±4,0 2,1±2,6 1,7 ± 2,1 3,0 ± 1,7 0,4 ± 0,6 6,8 ±4,0 42,4 ± 3,2* 2,7 ± 2,1 3,3 ±4,2 1,3 ± 0,5 







                      
               
                           
                           
                           
                   
                         
                     
                       
                           
        
                           
                   
                       
                       
                     
                   
     
                         
                     
                           
                           
                         
2.3 Análisis cinético y de estabilidad proteica de proteínas GST‐GCK portadoras de 
mutaciones en la secuencia NES de la glucokinasa. 
Con el objetivo de profundizar en el análisis de las mutaciones localizadas en la 
secuencia NES de la glucokinasa, se procedió a llevar a cabo una caracterización funcional 
más amplia para comprobar si se detectan defectos en la actividad enzimática, la 
estabilidad proteica y la unión a su proteína reguladora GKRP. 
El efecto de algunas de estas mutaciones sobre la cinética enzimática había sido 
analizado previamente. Las mutaciones V302E, R303W y R308W habían sido estudiadas 
en nuestro laboratorio ((193), García‐Herrero C.M. y Navas M.A. (168), (194)). Las 
mutaciones en el residuo Glu300 y la mutación L309P, habían sido analizadas por otros 
(204, 206, 212, 213). 
Para determinar el efecto de las mutaciones L304P, L306R y L309H se llevaron a 
cabo las correspondientes mutagénesis sobre el plásmido pGEX‐5X‐2‐GCK. Las proteínas 
de fusión GST‐GCK mutantes se purificaron desde E. coli obteniéndose los rendimientos 
de purificación mostrados en la Tabla 13. El rendimiento para los mutantes GST‐
GCK(L304P) y GST‐GCK(L306R) fue significativamente menor que para la proteína de 
referencia GST‐GCK. La integridad de las preparaciones se comprobó mediante SDS‐
PAGE (Figura 34). 
Las mutaciones en la NES aquí analizadas provocan una fuerte inactivación de la 
enzima (Tabla 14). Los mutantes GST‐GCK(L304P) y GST‐GCK(L309H) poseen índices de 
actividad global de alrededor del 10% del valor de la referencia y el mutante GST‐
GCK(L306R) menor del 4%. Los bajos índices de actividad se deben principalmente a una 




                           
                       
                     
                               
                         
                               
                
                       
                       
                         
                         
                               
                         
   
                          
           
                           
                               
                     
                               
                       
                   
                       
GCK(L306R) es reducida en más del 99% del valor de la referencia GST‐GCK. La 
cooperatividad por glucosa se ha perdido en este mutante y ha disminuido 
significativamente en el mutante GST‐GCK(L304P), como muestran sus valores de índice 
de Hill próximos a 1. Las afinidades por los sustratos también están alteradas en los tres 
mutantes. El aumento, pequeño pero significativo, de los valores de S0.5 indica una 
disminución en la afinidad por la glucosa. Además los valores de Km para el ATP también 
muestran variaciones significativas frente a la referencia GST‐GCK. 
Por otra parte, ensayos de estabilidad en función de la temperatura, mostraron 
que los mutantes GST‐GCK(L304P) y GST‐GCK(L309H) son más sensibles a la inactivación 
por aumento de temperatura que la referencia GST‐GCK (Figura 35A). En especial el 
mutante GST‐GCK(L304P), que perdió un 30% de actividad al ser incubado durante media 
hora a 37ºC y más del 50% tras 5 minutos a 50ºC (Figura 35B). El mutante GST‐
GCK(L306R) fue excluido de estos ensayos debido a que poseía una actividad catalítica 
demasiado baja. 
2.4 Efecto de las mutaciones de la secuencia NES sobre la interacción de la 
glucokinasa con su proteína reguladora GKRP. 
Para analizar si la presencia de mutaciones en la secuencia NES de la glucokinasa 
afectaba a la sensibilidad de esta a ser inhibida por la GKRP, se valoró la actividad 
enzimática de las proteínas mutantes GST‐GCK(L304P) y GST‐GCK(L309H) a distintas 
concentraciones de GKRP‐Flag, en presencia de S6P 10 µM o de F1P 0,2 mM. Se excluyó 
de estos ensayos la mutación L306R por presentar una actividad catalítica demasiado 
baja y se incluyeron los mutantes GST‐GCK(R303W) y GST‐GCK(R308W) estudiados 




                         
                           
                              
                          
           
                           
                           
                   
                               
                             
                           
                            
           
 
   
proteína GST‐GCK(A456V) como control negativo. Como se muestra en la Figura 36, las 
mutaciones analizadas, que se localizan en la secuencia NES de la glucokinasa, no tienen 
efecto sobre la sensibilidad de la enzima a la inhibición por la proteína reguladora GKRP. 
2.4.1 Efecto de las mutaciones de la NES sobre la localización subcelular de la 
glucokinasa en células que coexpresan GKRP. 
Para evaluar si las mutaciones situadas en la NES de la glucokinasa pudieran 
interferir en el mecanismo de entrada de la enzima al núcleo se generaron los 
correspondientes plásmidos pEGFPC3‐GCK mutantes, según se describe en el apartado 
1.2 de Materiales y Métodos y con ellos se transfectó la línea celular HepG2. Debido a 
que, como se ha descrito anteriormente, la entrada al núcleo de la GCK es dependiente 
de la GKRP, las células se cotransfectaron junto con al el plásmido pmCherry‐GKRP o, 
como control, el plásmido pmCherry. La expresión de las proteínas de fusión GFP‐GCK se 









        
       
   
       
       
   
   
                       
                               
                     
                           
                          
                   




GST‐GCK 4,6 ± 1,6 
GST‐GCK(R303W) 3,2/2,4 
GST‐GCK(L304P) 1,6 ± 0,5* 
GST‐GCK(L306R) 1,1 ± 0,1* 
GST‐GCK(R308W) 3,2/2,4 
GST‐GCK(L309H) 4,8/3,6 
Tabla 13. Rendimiento de purificación de las proteínas GST‐GCK silvestre y mutadas 
en la NES de la glucokinasa. Los resultados se muestran como media ± SD de los 
valores obtenidos en al menos dos purificaciones independientes. Los datos se 
expresan en miligramos de proteína obtenida por litro de cultivo de partida. La 
concentración de proteína se determinó mediante el kit Bio‐Rad Protein Assay. (*) Se 
consideraron diferencias significativas respecto a la proteína GST‐GCK, valores de 






                         
                         
                           
                       
                             
                       
                   
                       
                   
Figura 34. Proteínas GST‐GCK portadoras de mutaciones en la NES. Se muestra una 
figura representativa de cada una de las proteínas purificadas tras ser sometidas a 
SDS‐PAGE al 10% y tinción con Bluesafe, salvo en el caso de los mutantes GST‐
GCK(L304P) y GST‐GCK(L306R) cuya tinción se realizó con coomasie, como se describe 
en el apartado 2.6 de Materiales y Métodos. Se observó una única banda para cada 
purificación de aproximadamente 75 KDa señalada con una flecha PM1: marcador de 
peso molecular Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder (Fermentas). PM2: 
NZYColour Protein Marker II (NZYTech). A modo ilustrativo se señalan los pesos 













                           
                     
                       
                             
                           
                              
                   
                            
                         
                                       
         
Tabla 14. Parámetros cinéticos de las proteínas GST‐GCK mutadas en la NES de la 
glucokinasa. Los ensayos fueron llevados a cabo en un espectrofotómetro UVIKONxl 
(Secomam) y los parámetros cinéticos calculados como se describe en el apartado 
2.7.1 de Materiales y Métodos. El índice de actividad de cada mutante fue referido al 
de la proteína de referencia GST‐GCK para obtener los valores de Indice de actividad 
relativo (Iar). Los datos se expresan como media ± SD de 6 valoraciones realizadas en 
proteínas procedentes de al menos dos purificaciones independientes. El coeficiente 
de Hill (h) y el Iar carecen de unidades. (*) Se consideraron diferencias significativas 
valores de p<0,05 al comparar los valores obtenidos con la proteína de referencia GST‐
GCK. Se utilizó el test U de Mann–Whitney en el caso de Iar y el test T de Student para 





                         
                           
                             
                           
                         
                       
                       
                   
                       
Figura 35. Efecto de la temperatura sobre la actividad enzimática de las proteínas 
GST‐GCK silvestre y mutantes de la NES. Diluciones de proteína a 0,25 mg/ml en 
tampón de congelación (glicerol al 30%, glucosa 50 mM, glutatión 10 mM, DTT 5 mM, 
KCl 200 mM y Tris/HCl 50 mM (pH 8)) fueron incubadas a diferentes temperaturas 
durante 30 min (A) ó a 50ºC durante distintos tiempos (B). Posteriormente se 
realizaron, en ambos casos, ensayos de actividad enzimática a 30ºC. Los datos 
representados corresponden a la media ± SD de al menos 4 valoraciones 
independientes. (*) Se consideraron diferencias significativas respecto a la proteína 






                         
                                 
                         
                               
                           
                   
                       
                           
                         
 
Figura 36. Efecto de la GKRP‐Flag sobre la actividad de las proteínas GST‐GCK 
silvestre y mutantes de la NES. El ensayo se realizó en un volumen final de 50 μl a 
30ºC en un espectrofotómetro UVIKONxl (Secomam), en presencia de S6P 10 µM (A) 
o de F1P 0,2 mM (B), glucosa 5 mM y las concentraciones indicadas de GKRP‐Flag. Los 
valores representados corresponden a la media ± SD de los valores obtenidos en al 
menos seis ensayos independientes para cada proteína. Solamente se detectaron 
diferencias significativas (p<0,05) respecto a la proteína de referencia GST‐GCK en el 
caso del mutante control A456V, para concentraciones mayores de 100 y 10 nM de 






                   
                     
                     
                     
                             
                     
                       
                   
                   
                       
                       
             
Figura 37 (Página siguiente). Inmunodetección mediante western blot de las 
proteínas GFP‐GCK silvestre y mutantes de la NES. Células HepG2 fueron 
cotransfectadas con 2  μg de los plásmidos pEGFPC3 y pEGFPC3‐GCK silvestre y 
mutantes y 6  μg de los plásmidos pmCherry o pmCherry‐GKRP. Transcurridas 42 
horas, se recogieron y lisaron como se indica en el apartado 2.10 de Materiales y 
Métodos. Las preparaciones se sometieron a SDS‐PAGE y se transfirieron a 
membranas de PVDF. Las membranas se incubaron con los anticuerpos primarios 
rabbit anti GFP‐Nter; Monoclonal Mouse Anti‐Actin, respectivamente. Se utilizaron los 
correspondientes anticuerpos secundarios Goat anti rabbit‐HRP; ECL anti Mouse IgG, 
HRP‐linked. En cada carril se indican las proteínas expresadas tras la transfección. 
Mock: Células no transfectadas. Las flechas señalan las bandas correspondientes a las 




                     
                       
                     
                   
                         
                       
                                     
                       
                     
                             
                     
                   
                         
 
                              
                 
                       
                     
                         
                         
                         
                                     
             
La localización subcelular de las proteínas de fusión GFP‐GCK mutantes fue 
analizada mediante microscopía de fluorescencia (Figura 38 y Tabla 15). Todos los 
mutantes GFP‐GCK se localizaban principalmente en el citoplasma de las células 
transfectadas que coexpresaban la proteína mCherry libre (resultados no mostrados). 
Sin embargo, en presencia de GKRP la mayoría de los mutantes se localizaban 
principalmente en el núcleo igual que la proteína de referencia GFP‐GCK (compárense 
los datos mostrados en las Figuras 24A y 38 y en las Tablas 10 y 15). La excepción fueron 
los mutantes GFP‐GCK(L306R) y GFP‐GCK(L309P) que se mantenían en el citoplasma en 
más del 60% de las células analizadas, aunque estas coexpresaran GKRP‐mCherry. 
Además, en un porcentaje significativo de células (24,8 ± 21,1 p = 0,045) la fusión GKRP‐
mCherry colocalizaba en el citoplasma con el mutante GFP‐GCK(L309P). La localización 
citoplásmica del mutante GFP‐GCK(L309P) fue igualmente observada en células HEK293T 
tratadas con leptomicina B y en células COS‐7 cotransfectadas con GKRP (resultados no 
mostrados). 
2.4.2 Efecto de las mutaciones de la NES sobre la interacción de la glucokinasa con la 
GKRP en el sistema de doble híbrido en levadura. 
Para investigar si el defecto de localización nuclear de las proteínas mutantes 
GFP‐GCK(L306R) y GFP‐GCK(L309P) era debido a un impedimento en la interacción 
proteína‐proteína entre estos mutantes y la GKRP, se llevaron a cabo experimentos de 
doble híbrido en levadura tal y como se ha descrito en apartados anteriores. 
Los resultados de la Figura 39 muestran que, en este sistema, las mutaciones 
L309P y L309H no afectaban a la unión de la GCK con la GKRP. Por el contrario, el mutante 
GCK(L306R) no interacciona con la proteína reguladora GKRP. 
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Figura 38 (Página siguiente). Análisis de localización subcelular de las proteínas GFP‐
GCK mutantes y GKRP‐mCherry en células HepG2. Las células adheridas a 
cubreobjetos de vidrio fueron transfectadas transitoriamente, en placas multipocillos 
de 6 pocillos, con 1 μg de los plásmidos pEGFPC3 o pEGFPC3‐GCK correspondientes y 
3  μg de los plásmidos pmCherry o pmCherry‐GKRP. Transcurridas 42 horas tras la 
transfección, las células fueron fijadas y los núcleos se tiñeron de azul con DAPI, como 
se describe en el apartado 2.11 de Materiales y Métodos. El análisis de la distribución 
de la fluorescencia se realizó con un microscopio de fluorescencia y solo se tuvieron 
en cuenta las células en las que se observaba fluorescencia verde y roja. La adquisición 
de imágenes se llevó a cabo con un microscopio con sistema confocal, como se indica 
en el apartado 2.13 de Materiales y Métodos. A) Se muestran imágenes 
representativas de células que coexpresan las proteínas GFP‐GCK mutantes y GKRP‐
mCherry. Las barras de escala situadas en las imágenes con DAPI corresponden a 10 
μm. Para facilitar la comparación se han incluido las imágenes de la Figura 24A 
correspondientes al control GFP‐GCK que se ha nombrado como Wt. B) Porcentaje de 
células que acumulan las fusiones a GFP (fluorescencia verde) en el citoplasma. C) 
Porcentaje de células que acumulan las fusiones a mCherry (fluorescencia roja) en el 
citoplasma. Los datos representados se han extraído de la Tabla 15 y se expresan 
como valores medios ± SD. Para facilitar la comparación se han incluido los datos de 
la Tabla 10 correspondientes a los controles GFP y GFP‐GCK (barras negras). (*) Se 
consideraron diferencias significativas al comparar los valores obtenidos frente a las 
células que expresaban la proteína de referencia GFP‐GCK, valores de p<0,05 
mediante el test T de Student. 
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Tabla 15. Distribución subcelular de las proteínas de fusión GFP‐GCK mutantes y 
GKRP‐mCherry en células HepG2. Las células fueron transfectadas y tratadas como 
se indicó en la Figura 38. El análisis visual de las células transfectadas se llevó a cabo 
mediante un microscopio de fluorescencia tal y como se indica en el apartado 2.13 de 
Materiales y Métodos. La distribución de la fluorescencia en las células se clasificó en 
H: homogénea, N: predominantemente nuclear o C: predominantemente 
citoplásmica. Se muestran los valores medios ± SD en porcentaje, de células con la 
distribución indicada de la fluorescencia. Nº Células corresponde al número total de 
células analizadas en un mínimo de tres cotransfecciones independientes realizadas 
por duplicado, salvo para GFP‐GCK(E300Q) y GFP‐GCK(L309H) para las que solo se 
llevó a cabo una transfección realizada por duplicado. Solo se tuvieron en cuenta las 
células en las que se detectaba fluorescencia verde y roja. Notese que los datos 
presentados en la columna control referido a GFP‐GCK refleja la media obtenida de 
los experimentos mostrados en este apartado y los mostrados en l apartado 1.7 (Tabla 
10). (*) Se consideraron diferencias significativas, al comparar los valores obtenidos 
frente a las células que expresaban la proteína GFP‐GCK, valores de p<0,05 mediante 





 Wt E300Q E300K V302E R303W L304P L306R R308W L309P L309H 
•l7o ae ce1u1asJ 
!! H 31,1± 5,2 31,7 37,6 ± 3,4 28,0 ± 2,7 25,0 ± 5,4 31,9 ± 2,2 29,8 ± 5,8 26,3 ± 4,9 30,5 ± 5,3 33,9 e: 
< ~ (1) (1) 
N 65,9 ± 3,6 67,1 60,9 ± 4,0 70,7 ± 2,4 72,3 ± 3,1 64,7 ± 3,9 5,1±6,8* 67,4 ± 3,0 9,3 ± 7,7* 65,4 -. VI c. n 
(1) (1) 
::::i 
n e 3,1 ± 4,3 1,2 1,5 ± 0,7 1,3 ± 0,8 2,7 ± 2,9 3,4±4,0 65,1±3,4* 6,3 ± 6,4 60,2 ± 9,9* 0,8 ¡¡:¡· 
-
.,, 
H 39,4 ± 10,4 35,4 39,6 ± 5,2 40,8 ± 9.3 30,9 ± 5,2 34,2 ± 4,1 33,4 ± 10,6 41,2 ± 5,7 41,2 ± 8,7 39,4 ¡: 
o 
... 
.2. [ll e 58,6 ± 10,6 64 58,9 ± 5,7 57,8 ± 9,9 66,9 ± 4,3 64,3 ± 4,3 56,2 ± 8,1 52,9 ± 4,3 34,1±19,4* 59,1 OI n (1) 
::::i 
n N 2,0 ± 2,9 0,6 1,5 ± 1,2 1,4 ± 0,8 2,2 ± 2,4 1,5 ± 2,1 10,4 ± 7,6 5,9 ± 5,7 24,8 ± 21,1 * 1,5 ¡¡:¡· 








                              
                          
                     
                         
                         
                         
                       
                         
Figura 39. Interacción entre la GCK y la GKRP mediante ensayo de doble híbrido en 
levadura. La interacción entre el híbrido del dominio de unión de Gal4(GBD)‐GKRP y 
el dominio de activación transcripcional de Gal4(GAD)‐GCK silvestre y mutantes, se 
estudió en la cepa Y187 de Saccharomyces cerevisiae. Los experimentos en filtro se 
llevaron a cabo con al menos ocho transformantes independientes para cada caso. En 
los experimentos control, el híbrido GBD‐GKRP no interaccionó con GAD y el híbrido 
GAD‐GCK no interaccionó con GBD (no mostrado). Además, se comprobó que las 













                       
                     
                         
                     
                     
                         
                   
                       
                     
                       
                     
                         
                     
         
                     
                       
                     
                       
   
En este trabajo hemos analizado ciertos aspectos de la regulación de la 
glucokinasa humana mediante la caracterización funcional de una serie de mutaciones 
naturales en el gen GCK identificadas en pacientes con patologías que cursan con 
alteraciones en la homeostasis de la glucemia. La caracterización funcional de 
mutaciones de este gen asociadas a patologías ha contribuido enormemente al 
conocimiento de la estructura‐función de la glucokinasa (14, 60). La mayoría de las 
mutaciones aquí analizadas fueron identificadas en pacientes de hiperglucemia familiar 
MODY2, y en un caso de hipoglucemia por hiperinsulinismo. En la caracterización 
funcional de estas mutaciones hemos determinado los efectos causados sobre la 
actividad enzimática y la estructura proteica, que afectaría básicamente a todas las 
isoformas de glucokinasa expresadas en los distintos tipos celulares. Además hemos 
puesto especial énfasis en analizar los efectos causados por las mutaciones sobre la 
regulación de la localización núcleo‐citoplásmica de la enzima, la cual afecta 
principalmente a su isoforma hepática. 
Nuestros resultados nos han permitido concluir que estas mutaciones son las 
causantes de las correspondientes patologías y no polimorfismos silenciosos. Así se ha 
proporcionado un diagnóstico molecular, que confirma el clínico, con implicaciones en 




                         
 
               
                   
                       
                     
                           
                   
                       
                           
                       
                         
                     
                       
                             
                         
                       
                         
                       
                     
                              
                     
 
1. Efecto de las mutaciones sobre la cinética enzimática y la estabilidad 
proteica. 
Todas las mutaciones analizadas afectan a aminoácidos fuertemente 
conservados entre las glucokinasas de distintas especies. Nuestros resultados muestran 
que todas ellas alteran la actividad enzimática, afectando a los distintos parámetros 
cinéticos. Según el modelo matemático desarrollado por F. Matchinsky y colaboradores, 
las variaciones de actividad enzimática detectadas in vitro se traducen in vivo en la 
modificación del umbral de glucosa plasmática necesario para que las células  β‐
pancreáticas secreten insulina (206). De esta manera, una disminución de la actividad 
glucokinasa supone un aumento del umbral de glucosa por encima de 5 mM y 
consecuentemente hiperglucemia, mientras que un aumento de actividad da lugar a la 
disminución del umbral de secreción por debajo de 5 mM y en consecuencia 
hipoglucemia por hiperinsulinismo (206). También se ha descrito que la inestabilidad 
proteica de los mutantes de glucokinasa, extrapolada desde ensayos de estabilidad en 
función de temperatura realizados in vitro, afecta a la patogénesis de MODY2 (213) y es 
un factor determinante de la gravedad del fenotipo clínico de pacientes de PNDM 
asociada a mutaciones de glucokinasa (215). Aplicando estos modelos a los resultados 
obtenidos, el efecto de las mutaciones sobre los parámetros cinéticos y sobre la 
estabilidad proteica justifican el fenotipo clínico de los individuos portadores de dichas 
mutaciones. No obstante, los efectos concretos producidos por las distintas mutaciones 
varían en función de la naturaleza del propio cambio de aminoácido, pero también de la 





                        
         
                       
                             
                             
                       
                             
                         
                     
                               
                       
                       
                             
                               
                         
                               
                       
                     
                               
                     
                     
                     
                         
1.1 Efecto de las mutaciones localizadas en el dominio menor sobre la cinética 
enzimática y la estabilidad proteica. 
Como la mayoría de los residuos de la glucokinasa afectados por mutaciones 
activadoras, el Trp99 está situado en el dominio menor de la enzima, formando parte de 
la región bisagra y del sitio alostérico (60, 216). Al igual que otras mutaciones asociadas 
a HH‐GCK, nuestros resultados confirman que la mutación W99C es una mutación 
activadora ya que, in vitro, la enzima mutante presenta un índice de actividad casi 12 
veces superior al normal. Ya se había descrito anteriormente que otras mutaciones del 
residuo Trp99 (W99R, W99L) asociadas a HH‐GCK producían un efecto fuertemente 
activador en la enzima, sin afectar a la regulación por GKAs ni por GKRP (73, 141, 217‐
220). Aunque en los individuos afectados por HH‐GCK, la hipoglucemia es detectada 
generalmente desde el nacimiento, existe una cierta variabilidad en la gravedad clínica 
que a menudo refleja el efecto de la mutación sobre la actividad enzimática (221). Sin 
embargo, este no parece ser el caso de la mutación W99C, ya que el fenotipo del 
individuo afectado es leve (diagnóstico a los 25 años y normopeso al nacimiento; 
comunicación personal de L. Castaño, Tabla 2). Se han descrito otros casos en los que el 
aumento de inestabilidad proteica causada por una mutación contrarresta en parte la 
activación cinética producida (73, 218, 222, 223). Sin embargo, según nuestros 
resultados de estabilidad en función de la temperatura, este no es el caso de la mutación 
W99C, aunque no podemos descartar que otros factores genéticos o ambientales 
condicionen el estado patológico dando lugar a un fenotipo más leve. 
Todas las demás mutaciones analizadas en este trabajo causan una disminución 




                       
                           
                                   
                   
                       
                         
                             
                               
                               
                             
                           
                         
                       
                     
                
                       
                       
                       
                         
                 
                             
                         
                     
                         
justificaría el fenotipo MODY2 de los individuos portadores de dichas mutaciones. La 
mutación D409N, a pesar de estar localizada próxima al centro activo, aún conserva el 
30% de actividad normal; la gran reducción del valor de la Kcat y de afinidad por ATP, es 
parcialmente compensada por un aumento de afinidad por glucosa. Aunque 
estructuralmente el Asp409 no estaría directamente implicado en la interacción con los 
sustratos (76, 222), su sustitución por asparagina podría distorsionar la posición de otros 
residuos del centro activo (Figuras 40B y 40C). Un efecto similar se había descrito para 
mutaciones del residuo próximo Ser411, en las que cambios a Ala o Leu (S411A o S411L), 
disminuían la Kcat al tiempo que aumentaban la afinidad por glucosa y el cambio a Phe 
(S411F) también disminuía la afinidad por el ATP (54, 224, 225). La mutación G246R, por 
el contrario, se encuentra muy alejada del centro activo pero ejerce un efecto negativo 
importante sobre la actividad enzimática. Este efecto podría ser debido a que la 
sustitución de Gly, aminoácido neutro y pequeño, por Arg, voluminoso y cargado, 
pudiera estabilizar la conformación abierta inactiva por interacción con otros residuos 
polares del entorno proteico (Figuras 40D a 40G). 
No obstante, son la triple mutación L184I/G193R/A201P y la mutación A176E las 
que ejercen el mayor efecto sobre la actividad enzimática. Así las correspondientes 
proteínas GST‐GCK mutantes presentaban menos del 1% de la actividad de referencia. 
Debido a la muy baja actividad de estos mutantes, los parámetros cinéticos calculados 
experimentalmente solo pueden considerarse aproximaciones. La Ala176 se encuentra 
en un bucle que cubre los aminoácidos 157 a 179, involucrado en la constitución del 
centro activo tras la transición hacia la conformación cerrada (76, 226). La mutación 
A176E introduce un residuo cargado negativamente que podría distorsionar esa región 




                             
                             
           
                 
                         
                       
                       
                         
                             
                               
                       
                       
                       
                         
                                 
                   
                           
                       
                       
                       
                     
                        
desestabilizando el sitio de unión a los sustratos (Figuras 40H y 40I), como sugieren la 
reducción de la Kcat y afinidad por sustratos, así como la pérdida de cooperatividad por 
glucosa observada en el mutante GST‐GCK(A176E). 
En el caso del triple mutante GST‐GCK(G193R/L184I/A201P), la actividad 
enzimática es casi indetectable. Al analizar los efectos causados por cada mutación de 
manera independiente, observamos que las mutaciones L184I y G193R producían por si 
mismas una pérdida de actividad enzimática superior al 80% y fuerte inestabilidad 
proteica. Estos efectos se podrían deber a impedimentos estéricos de las nuevas cadenas 
laterales (Figuras 40J a 40M). Sin embargo, la mutación A201P es la que mayor efecto 
inactivante produce. La sustitución concreta de la Ala201 a prolina es lo que causa la gran 
disminución de actividad enzimática, ya que otras mutaciones que afectan al mismo 
residuo (A201T y A201S) analizadas en este trabajo, A201V analizada anteriormente en 
nuestro laboratorio (O. Vincent, M.A. Navas y colaboradores, sin publicar), y A201R 
analizada por otros (77), causan una pérdida más moderada de actividad. La Ala201 
forma parte de la lámina β‐8, situada en la región bisagra, y junto a otros residuos de las 
láminas  β‐1 y  β‐6, constituyen un bolsillo hidrofóbico implicado en el cambio 
conformacional de la GCK durante la catálisis, por lo que las mutaciones que aumenten 
o disminuyan las interacciones apolares en este bolsillo hidrofóbico interferirían en dicho 
proceso (77). La disminuida capacidad de la prolina para establecer puentes de 
hidrógeno podría impedir la estabilización de la lámina β‐8, mientras que las mutaciones 
A201T y A201S desestabilizarían las interacciones hidrofóbicas establecidas en el bolsillo 




                       
                           
                         
                                   
                         
   
                  
                   
                           
                       
                         
                         
                         
                     
           
                     
                           
                             
                                 
     
 
La Thr60 se encuentra próxima al mismo bolsillo hidrofóbico, el cual es 
estabilizado por dos residuos polares Tyr61 y Asp158, por lo que la sustitución T60I, 
adyacente al residuo de Tyr61 podría provocar la desestabilización del bolsillo, y el 
choque de la cadena lateral de la Ile60 con la Cys252 (Figuras 40R y 40S), la cual forma 
parte de un anillo de cisteína fundamental para la estabilidad estructural de la 
glucokinasa (227). 
1.2 Efecto de las mutaciones localizadas en el dominio mayor. 
Las mutaciones S373K/V374M y V55A provocan fuerte inestabilidad proteica. En 
el doble mutante, los residuos de Lys373 y Met374 serían proyectados hacia las hélices 
α‐1 y  α‐8 respectivamente, desestabilizando la proteína (Figuras 40T y 40U). La baja 
eficiencia en la purificación de la correspondiente proteína mutante podría deberse a un 
incorrecto plegamiento in vivo durante la síntesis proteica, como ya se había descrito 
previamente para una triple mutación en la región equivalente de la glucokinasa de 
Xenopus laevis (E365G/S366V/T369K) que también resultaba ser insoluble e impedía el 
proceso de purificación desde bacterias (228). 
La inestabilidad proteica del mutante GST‐GCK(V55A), se refleja además en la 
fuerte inactivación que sufre a temperaturas superiores a 30ºC. La Val55 se sitúa entre 
la hélice α‐2 y la lámina β‐1 formando parte del que, según algunos autores, es el primer 
bucle conector de los dos dominios de la proteína, el cual participa en la catálisis y la 




                       
                         
                               
                         
                     
                             
                         
                         
                           





De acuerdo con su ubicación alejada del centro activo, las mutaciones L304P, 
L306R, L309H y G328V, afectan moderadamente a las constantes de afinidad por los 
sustratos, siendo el efecto sobre la Kcat el principal factor de la pérdida de actividad de 
los respectivos mutantes. Los residuos Leu304, Leu306 y Leu309 forman parte de la 
hélice α‐8. Nuestros resultados muestran que las mutaciones en estos residuos además 
de reducir la actividad catalítica, inducen la inactivación de la enzima tras someterla a la 
temperatura crítica de 50ºC, y en algunos casos, bajo rendimiento de purificación desde 
bacterias. Estos resultados confirman que la hélice  α‐8, a pesar de estar alejada del 
centro activo y del sitio alostérico, es necesaria para la correcta actividad glucokinasa y 
también para su estabilidad proteica, como se había propuesto anteriormente (138, 168, 





                   
                       
                   
                         
                                   
                     
                                     
                                 
                             
                       
                         
                       
                       
                                   
                   
                       
Figura 40 (Página siguiente). Representación de las mutaciones MODY2 analizadas 
en el modelo estructural de la glucokinasa. Las estructuras proteicas (PDB, código 
IV4S, conformación cerrada y IV4T, conformación super‐abierta) se han representado 
utilizando el programa PyMOL. A) Se muestra la proteína completa con los residuos 
analizados en rojo, la molécula de glucosa en azul claro y en azul oscuro el GKA MRK. 
Se muestran comparaciones de los residuos Asp409, Ala176, Gly246, Leu184, Gly193, 
Ala201, Thr60, Ser373 y Val374 (B, D, F, H, J, L, N, R y T, respectivamente) junto a sus 
correspondientes mutaciones (C, E, G, I, K, M, O, P, Q, S y U, respectivamente). En rojo 
se han representado los residuos normales de la proteína silvestre, y en azul por los 
que se han sustituido. Además se muestran como punteados negros las interacciones 
polares, en amarillo los residuos implicados en la interacción con glucosa según (222) 
y en naranja los residuos o estructuras secundarias que distorsionarían las nuevas 
cadenas laterales. Para la mutación G246R se representa la conformación cerrada de 
la glucokinasa (F y G) y la super‐abierta (H y I). En N‐S se ha representado el bolsillo 
hidrofóbico (transparencia violeta) formado por los residuos: Tyr61, Val62, Asp158, 









                
 
                         
                       
                   
                             
                         
                         
                           
                           
                         
                         
                           
                  
                        
                         
                                 
                         
                     
                           
                               
                       
                               
2. Efecto de las mutaciones MODY2 sobre la localización núcleo‐
citoplásmica. 
Como ya se ha descrito en la Introducción, el principal mecanismo de regulación 
postraduccional de la glucokinasa hepática, y distinguible de la pancreática, es la 
regulación de su compartimentación núcleo‐citoplásmica. Así en el periodo postprandial 
(alta concentración de glucosa y fructosa) la glucokinasa se hace necesaria y la enzima se 
encuentra activa en el citoplasma. Sin embargo durante el ayuno la glucokinasa es 
inhibida y secuestrada en el núcleo de los hepatocitos (137). Como cualquier molécula 
que exceda el tamaño de exclusión del poro nuclear, la glucokinasa requiere de la 
participación de un sistema especializado que la permita translocarse de un lado al otro 
de la membrana nuclear (160‐162). Se ha propuesto que la secuencia de aminoácidos 
300 a 310 conformarían una NES reconocible por la exportina 1/CRM1 (137). Sin 
embargo, no se ha localizado ninguna NLS en la enzima, siendo imprescindible su unión 
a GKRP para su entrada al núcleo (143, 229). 
2.1 Efecto de las mutaciones sobre la interacción con la proteína reguladora GKRP. 
Se ha demostrado en múltiples trabajos que la interacción de la glucokinasa con 
la GKRP es similar ya se trate de la isoforma hepática o pancreática, indicando que los 15 
primeros aminoácidos del extremo amino terminal de la enzima no están implicados en 
la interacción (105, 228‐231). Aunque diversos estudios han mostrado que mutaciones 
en distintas regiones proteicas de la glucokinasa, incluidos el sitio alostérico o la hélice 
α‐8 afectaban a la interacción de la enzima con la GKRP (136‐138, 194), la obtención de 
la estructura de heterodímeros GCK‐GKRP cristalizados ha permitido limitar la región de 




                       
                             
                               
                           
                             
                               
                                 
                           
                         
                       
   
                             
                         
                           
                   
                     
                       
                   
                         
                         
                           
                             
         
Sin embargo, la información obtenida de estos trabajos procede del estudio de 
heterodímeros GCK‐GKRP de Xenopus laevis en (130) o del híbrido de la GCK humana con 
la GKRP de rata en (131), pero no del heterodímero humano, debido a la dificultad de 
cristalizar la GKRP humana acomplejada a la glucokinasa (131). Si bien la glucokinasa de 
Xenopus laevis presenta un 82% de homología con la GCK humana (Figura 11), la 
homología de la GKRP de Xenopus laevis con la humana es tan solo del 58% (130). 
Aunque la homología entre la GKRP de rata y la humana es del 88%, se han observado 
claras diferencias en las propiedades reguladoras entre la GKRP de rata y la humana 
(195). En este trabajo hemos analizado el efecto de mutaciones concretas en la 
glucokinasa sobre la interacción con su proteína reguladora, siendo ambas proteínas de 
origen humano. 
La unión de la GKRP a la glucokinasa no solo induce su translocación al núcleo 
celular, sino que también inhibe su actividad enzimática (12, 81). Por ello hemos 
analizado el efecto de las mutaciones sobre la interacción con la GKRP empleando tres 
abordajes complementarios: ensayos de inhibición enzimática de la glucokinasa por 
GKRP, ensayos de interacción proteína‐proteína mediante ensayos de doble híbrido en 
levaduras y localización de las proteínas en células en cultivo mediante microscopía 
confocal. Hemos validado nuestros abordajes experimentales confirmando que la GCK 
es inhibida por la GKRP humana recombinante, cuyo protocolo de purificación se ha 
puesto a punto durante el desarrollo de este trabajo. También que la glucokinasa 
interacciona con su proteína reguladora en los ensayos de doble híbrido en levaduras y 
que la glucokinasa fusionada a GFP es detectada en el núcleo de células en cultivo 




                     
                             
                       
                 
                         
                           
                     
                         
                     
                         
                         
                         
                       
                                   
                       
                             
                         
                           
                           
                   
                     
     
                   
                             
Nuestros resultados demuestran que las mutaciones que afectan a los residuos 
Thr60 y Ala201 de la glucokinasa interfieren en la interacción de ésta con su proteína 
reguladora y por tanto en la formación del heterodímero humano. Utilizando los 
distintos abordajes complementarios, hemos comprobado que las mutaciones MODY2 
T60I, A201P y A201T impiden la interacción entre ambas proteínas, así como las 
sustituciones T60A y A201V (O. Vincent, M.A. Navas y colaboradores, sin publicar), y que 
la mutación A201S disminuye de manera significativa dicha interacción. Según los 
modelos estructurales de la glucokinasa, los residuos Thr60 y Ala201 quedan en la 
superficie proteica en la conformación super‐abierta, mientras que en la conformación 
cerrada quedan enmascarados en el interior (Figura 41A). Si bien estos residuos, según 
las estructuras de los heterodímeros GCK‐GKRP de Xenopus laevis o de mamífero, no 
establecen uniones directas con residuos de la GKRP, se encuentran inmersos en las 
superficies de contacto establecidas entre ambas proteínas (Figuras 41D y 41E) (130, 
131). La Thr60 se encuentra entre los residuos Pro59 y Tyr61 que junto a la Val62 y la 
Lys143 forman parte del nicho hidrofóbico del dominio menor implicado en establecer 
contactos de Van der Waals con un lazo protuberante de la GKRP que comprende los 
residuos 462‐470 (Figura 41D) (131). La Ala201 se encuentra adyacente a los residuos 
Val199 y Val200 que constituyen la superficie de interacción del dominio menor con los 
residuos Val441 y Gly442 de la proteína reguladora (Figura 41E) (131). De esta manera, 
las mutaciones de estos residuos pueden provocar alteraciones estructurales que 
desorganicen la superficie de interacción, impidiendo los contactos entre las dos 
proteínas (Figura 42). 
Por otra parte, nuestros resultados indican que determinadas mutaciones de 




                         
                             
                             
                         
                     
                         
                           
                       
                         
                               
                           
                               
                       
                           
                     
                         
                       
                           
                             
                               
                 
                     
                       
                               
superficie de contacto de la enzima con su proteína reguladora (Figura 41A) (131), 
pueden resultar en la alteración de la interacción entre las dos proteínas, como se había 
sugerido en otros estudios (138, 194). La sustitución de la Leu306 por un residuo básico, 
Arg en la mutación L306R ejerce un efecto fuertemente desestabilizante en la proteína, 
como sugiere el bajo rendimiento observado en la purificación del mutante GST‐
GCK(L306R) desde E. coli, su actividad enzimática casi indetectable además de la pérdida 
de reconocimiento por la GKRP. Un efecto similar había sido descrito para la misma 
sustitución de aminoácidos en una posición cercana, L309R (138). Las mutaciones L309H 
y L309P afectan al mismo residuo, sin embargo nuestros resultados muestran que la 
mutación L309H no altera la regulación de la GCK por su proteína reguladora pero si lo 
hace la mutación L309P. Aunque no hemos podido determinar el efecto que tiene la 
mutación L309P en la inhibición enzimática de la GCK por la GKRP debido a la baja 
actividad específica de este mutante (206), nuestros resultados muestran que la GKRP 
interacciona con el mutante GCK(L309P) en los ensayos de doble híbrido en levadura. Sin 
embargo, la proteína de fusión GFP‐GCK(L309P) es detectada principalmente en el 
citoplasma y no en el núcleo de células en cultivo cotransfectadas con GKRP‐mCherry. 
Una posible explicación a este comportamiento anómalo podría ser que la mutación 
L309P resultara en una NES más activa que exportara rápidamente al citoplasma toda la 
proteína mutada que entrase al núcleo. Sin embargo el análisis de la NES mutante, que 
se discute más adelante, así como la observación de que la leptomicina B no varía la 
localización citoplásmica del mutante GFP‐GCK(L309P), nos permite descartar esta 
hipótesis. Otra posible explicación sería que la mutación induzca cambios estructurales 
que impidan el reconocimiento del mutante GFP‐GCK(L309P) por GKRP‐mCherry y así su 




                   
                       
                       
                           
                       
                       
                     
                     
                     
         
 
expresan GFP‐GCK(L309P), la proteína GKRP‐mCherry también sea colocalizada en el 
citoplasma, sugiere que pueda tener lugar el reconocimiento e interacción de ambas 
proteínas en este compartimento. Recientemente se ha descrito que la unión GCK‐GKRP 
tiene lugar en dos etapas, primero se produce el reconocimiento y asociación de ambas 
proteínas y a continuación tiene lugar un ajuste conformacional que estabiliza el 
heterodímero (232). Es posible que la mutación L309P dificulte la segunda etapa, 
favoreciendo la disociación del heterodímero e impidiendo la translocación al núcleo. 
Alternativamente, no podemos descartar que el heterodímero formado por la proteína 
mutante GFP‐GCK(L309P) y GKRP‐mCherry sea estable pero no reconocido por la 






                         
                       
                     
                                 
                               
                         
                         
                         
                             
                         
                           
                     
                             
                       
                 
Figura 41. Representación de la interacción de la glucokinasa con la GKRP. Las 
estructuras proteicas (PDB, códigos IV4S, GCK en conformación cerrada y IV4T, GCK 
en conformación super‐abierta, para A y 4LC9, heterodímero formado por GCK 
humana y GKRP de rata, para B, C, D y E) se han representado utilizando el programa 
PyMOL. La GCK se muestra en gris y la GKRP en negro. Los residuos analizados se 
muestran en rojo, los residuos de la glucokinasa y su proteína reguladora implicados 
en la interacción según (131) se muestran en verde y naranja respectivamente. A) 
Representación de la superficie de la GCK en su conformación cerrada y super‐abierta, 
los residuos Thr60 y Ala201 están en la superficie de la proteína en su conformación 
inactiva mientras que quedan en el interior en la conformación cerrada, además en 
azul oscuro se ha representado la hélice α‐8, la cual contiene la NES. B representación 
Cartoon del heterodímero GCK‐GKRP cristalizado en (131). C) Ampliación de la 
superficie de interacción entre las proteínas GCK y GKRP. D y E) Ampliaciones de las 
regiones que contienen los residuos Thr60 y Ala201, respectivamente, en los nichos 










                       
                       
                     
                       
                               
                         
                           
                       
                     
                       
                       
                       
                               
                             
                                 
                       
                             
                       
Figura 42 (Página siguiente). Representación del efecto de las mutaciones de los 
residuos Thr60 y Ala201 en la estructura tridimensional de la glucokinasa alterando 
la superficie de interacción con GKRP. La estructura proteica del heterodímero GCK‐
GKRP de mamífero (PDB código 4LC9) se ha representado utilizando el programa 
PyMOL. La GCK se muestra en gris y la GKRP en negro. Los residuos analizados se 
muestran en rojo, los residuos de la glucokinasa y su proteína reguladora implicados 
en la interacción según (131) se muestran en verde y naranja respectivamente. A) y 
C) Ampliaciones de las regiones que contienen los residuos Thr60 y Ala201 
respectivamente. B, D, E y F) Ampliaciones que muestran respectivamente las 
mutaciones T60I, A201S, A201P y A201T superpuestas en azul oscuro al residuo 
original. Los choques que se producen por dichas mutaciones se representan como 
discos rojos y las interacciones polares como punteados negros. Como se puede 
observar en B, la mutación T60I podría dar lugar a choques de la cadena lateral de 
isoleucina en posición 60 con la Val62, que forma parte de la superficie de interacción 
con GKRP. De forma análoga, en D, E y F, se aprecia que las tres mutaciones del 
residuo Ala201 podrían desestructurar la superficie de interacción con la GKRP debido 
a choques de las nuevas cadenas laterales con la Tyr61, además una prolina en la 










                        
 
                       
                               
                               
                         
                             
                   
                                   
                                   
                             
                             
                   
                                 
                     
                       
         
                         
                           
                       
                       
                       
                     
2.2 Efecto de las mutaciones sobre la señal de exportación nuclear de la 
glucokinasa. 
Como se ha mencionado anteriormente, es un hecho constatado que la entrada 
de la glucokinasa al núcleo celular es dependiente de su unión a GKRP. Por el contrario, 
el mecanismo por el cual la enzima es exportada desde el núcleo al citoplasma ha sido 
motivo de gran controversia debido, entre otros motivos, a las diversas opiniones sobre 
la implicación de la GKRP en el proceso (106, 121, 143, 146, 233). Actualmente, las 
evidencias experimentales apuntan a que la glucokinasa se exporta independientemente 
de GKRP ya que, se ha descrito que la disociación del complejo formado por la GCK y la 
GKRP precede a la salida de la enzima al citoplasma y que la translocación de la GCK es 
mediada por una secuencia rica en leucinas que cubre los residuos de aminoácido 300 a 
310 y que actuaría como señal de exportación nuclear (NES) (137, 144, 158). En este 
trabajo hemos completado un estudio iniciado en nuestro laboratorio (García‐Herrero 
C.M. y Navas M.A. (168)) para analizar la función de la NES de la glucokinasa. Aquí hemos 
dilucidado el efecto de mutaciones MODY2, que implican cambios de aminoácidos 
ubicados en distintas posiciones críticas del consenso NES, sobre la actividad de 
exportación mediada por exportina 1/CRM1. 
Debido a que para poder analizar la exportación nuclear de la glucokinasa, ésta 
debe haber entrado previamente al núcleo, y que esta entrada es dependiente de su 
interacción con GKRP, cualquier factor que altere la interacción entre ambas proteínas 
podría afectar a nuestras observaciones sin tener necesariamente que ver con la 
exportación en si misma (por ejemplo las mutaciones L306R y L309P discutidas 




                           
                                
                       
                         
                               
                           
                           
                             
                         
                     
                               
                       
                         
                       
                             
             
                     
                     
                               
                             
                       
                     
                   
mutaciones sobre la actividad de la NES de manera independiente de GKRP. Para ello 
hemos recurrido a un sistema ampliamente utilizado en el estudio de las NES, en el que 
se analiza la distribución núcleo‐citoplásmica de fusiones a GFP en cultivos celulares 
(234, 235). Concretamente en este trabajo, la proteína de fusión utilizada contiene los 
residuos 299 a 359 de la glucokinasa de rata fusionada al extremo amino terminal de la 
GFP, y que ya había sido previamente utilizada (137). La proteína de fusión obtenida, 
ratgck(299‐359)‐GFP posee un tamaño de 34 KDa, inferior al tamaño de exclusión del NPC 
(160), por lo que entra al núcleo por difusión, sin requerimiento de GKRP. La presencia 
de una NES funcional favorece su transporte activo desde el núcleo al citoplasma. 
Hemos confirmado que la NES contenida en la proteína de referencia ratgck(299‐
359)‐GFP es funcional, que se mantiene con la sustitución K308R, presente en la NES de la 
GCK humana, pero que se inactiva con la triple mutación L306A/L307A/L309A presente 
en el mutante control mt3 (137), (García‐Herrero C.M. y Navas M.A. (168)). Además, 
hemos comprobado que la exportación nuclear de estas proteínas de fusión está 
mediada por exportina 1/CRM1, ya que se inhibe por el tratamiento con leptomicina B y 
se potencia con la sobreexpresión de CRM1. 
La exportación nuclear de proteínas mediada por CRM1 es dependiente del 
reconocimiento de secuencias de aminoácidos que actúen como señales de exportación 
nuclear. Para que el proceso de exportación sea óptimo la unión de CRM1 a la proteína 
a exportar ha de ser relativamente débil y las NES han de poseer ciertas características 
estructurales (162, 236, 237). Clásicamente se ha considerado que las NES están 
compuestas por cuatro residuos hidrofóbicos que, junto a residuos espaciadores, forman 




                           
                             
                                 
                             
                   
                         
                       
                               
                           
               
                       
                           
                       
                     
 
                         
                           
                             
                       
                               
                             
                             
                       
                           
238). En el caso de la glucokinasa, los residuos hidrofóbicos que actuarían en el 
reconocimiento de la enzima por parte de la exportina 1/CRM1 son las leucinas 301, 304, 
307 y 309, que junto a los residuos espaciadores forman una NES de clase 1b (Figura 43) 
(167). Así las mutaciones MODY2 L304P, L309H y L309P afectan a dos de los cuatro 
residuos hidrofóbicos, mientras que las mutaciones E300Q, E300K, V302E, R303W, 
L306R y K308W afectan a residuos espaciadores. El análisis de las distintas mutaciones 
ha consistido en observar la distribución núcleo‐citoplásmica de las proteínas de fusión 
a GFP mutantes y su dependencia de la actividad de exportina 1/CRM1. El efecto de la 
mutación L306R no ha podido determinarse con precisión, puesto que la expresión de la 
proteína ratgck(299‐359)(L306R)‐GFP resultaba en la formación de inclusiones 
fluorescentes que sugieren la formación de agregados proteicos, como se ha observado 
con otras proteínas (239). Este efecto, junto a otros causados por esta mutación y 
discutidos anteriormente, pone de manifiesto que la sustitución de la Leu306 por 
arginina induce graves defectos estructurales que impiden cualquier función de la 
glucokinasa. 
Las leucinas 304 y 309 actúan como φ2 y φ4, respectivamente, en el consenso de 
reconocimiento de CRM1. La sustitución de la Leu309 por histidina o prolina, tan solo 
produce, si acaso, una leve pérdida de función. Es posible que las sustituciones de la 
Leu309 resulten en el reconocimiento de la Val310 como  φ4, constituyendose así una 
NES menos eficiente, como se ha descrito para mutaciones de la NES del inhibidor de la 
PKA (167, 236). Por el contrario, la sustitución L304P inactiva la NES incluso en el 
contexto de una NES más activa (en combinación con E300K). Se ha demostrado que la 
estructura de las secuencias NES debe ser  α helicoidal hasta el residuo  φ2 y 




                         
                         
                           
                         
                           
                 
                     
                         
                       
                           
            
                           
                       
                       
                   
                         
                             
                         
                         
                     
                         
                             
y extendida para permitir su reconocimiento por CRM1 (236). Así una prolina ocupando 
el lugar  φ2 podría provocar una fuerte distorsión en la hélice  α, que dificultaría su 
reconocimiento por la exportina 1 en mayor medida que cuando la prolina ocupa la 
posición φ4, como ocurre en la mutación L309P. La importancia del residuo de leucina 
ocupando la posición  φ2 se subraya en la mutación L304P ya que su fuerte efecto 
inactivante no es compensado por la sobreexpresión de HA‐CRM1. 
Los residuos espaciadores que conforman la NES son importantes para la 
configuración tridimensional de esta y por lo tanto para el correcto reconocimiento por 
exportina 1/CRM1 (240). De hecho, nuestros resultados muestran que, mutaciones en el 
Glu300 (E300K y E300Q) aumentan la actividad exportadora de la NES, mientras que las 
mutaciones V302E y R303W la disminuyen. 
Se ha sugerido que la presencia de residuos de Trp puede tener efectos distintos 
cuando se ubican entre las posiciones φ3 y φ4 o en posiciones espaciadoras anteriores 
(237). Las mutaciones R303W y K308W (equivalente a la mutación MODY2 R308W) 
sustituyen residuos espaciadores básicos por triptófano, hidrofóbico y voluminoso, con 
efectos distintos. La mutación R303W resulta en la disposición de 7 residuos apolares 
consecutivos, lo que elimina el carácter anfipático de la hélice y por lo tanto podría 
debilitar su reconocimiento por CRM1 en condiciones normales. En el caso de la 
mutación K308W hemos observado que se induce la acumulación de la proteína de 
fusión en la región perinuclear, confirmando observaciones anteriores de nuestro grupo 
de investigación (García‐Herrero C.M. y Navas M.A. (168)). El efecto causado por la 




                       
                   
                             
                           
                       
                         
                       
                               
                           
                                   
                         
   
                         
                         
                             
                       
                         
                   
                         
                       
                       
                           
                     
las NES suprafisiológicas que han incrementado su afinidad por distintos elementos del 
complejo de exportación como exportina 1/CRM1 y RanBP2 (241, 242). 
También se ha descrito que la mayoría de las NES son ricas en aminoácidos ácidos 
(238) y que, en ciertos casos, los residuos de glutámico cercanos a  φ1 mejoran su 
capacidad de exportación (236). Sin embargo, el efecto positivo provocado por las 
sustituciones del Glu300 en las mutaciones E300K y E300Q (residuo  φ1‐1) y el efecto 
negativo provocado por su aparición en la mutación V302E (residuo φ1+1) indican que 
la presencia de glutámico contiguo a la posición φ1 debilita la actividad de la NES de la 
glucokinasa. El hecho de que el residuo Glu300 module negativamente la actividad de la 
NES es consistente con el hecho de que la unión de las NES a la CRM1/exportina1 ha de 
ser relativamente débil para permitir el ensamblaje y desensamblaje de los complejos de 
exportación (162). 
El estudio de las mutaciones MODY2 nos ha permitido analizar regiones de la 
glucokinasa, claves en la regulación de la enzima. Estas mutaciones alteran la actividad 
catalítica de la enzima y su estabilidad proteica, factores que afectan a cualquiera de las 
isoformas expresadas en los distintos tipos celulares. Además, algunas de ellas también 
pueden alterar la distribución subcelular de la GCK, que afecta fundamentalmente a la 
isoforma hepática. La caracterización funcional de las mutaciones ha permitido 
confirmar a nivel molecular, el diagnóstico clínico y genético de los pacientes portadores 
de las mutaciones. Además, ha permitido profundizar en el conocimiento molecular de 
la glucokinasa y aportar nuevos datos sobre la regulación de su distribución núcleo‐
citoplásmica, que en última instancia podrían ser de utilidad en el intento de desarrollar 





                             
                                       
                           
                   
                     
                             
                       
     
Figura 43. Alineamiento de la secuencia de la NES de la glucokinasa frente a otras 
NES de tipo 1b. Se representa el consenso de las NES de tipo 1b junto a la NES de la 
glucokinasa y otras NES del mismo tipo obtenidas de la NESbase 1.0 (166). Se 
representa con letras rojas sobre fondo amarillo los residuos hidrofóbicos 
reconocidos por CRM1. La secuencia de aminoácidos de las distintas proteínas 
corresponde a la forma humana salvo para: NS1 y NS2 de Virus Influenza, TFIIIA de 
Bufo americanus, Rna1P de Saccharomyces cerevissiae, Zyxin de Gallus gallus e ICP27 













                        
                               
                           
                         
   
                        
                   
                        
                       
                         
                       
           
                      
                         
                        
                         
                           
                   
                   
   
 Todas las mutaciones analizadas en este trabajo alteran la actividad de la 
glucokinasa acorde con el fenotipo general de HH o de MODY2 de los pacientes en los 
que fueron identificadas. La mutación W99C, identificada en una paciente con HH es una 
mutación activadora, mientras que el resto inactivan a la enzima, justificando el fenotipo 
de MODY2. 
 La mutación W99C activa a la enzima aumentando su constante catalítica, la 
afinidad por los sustratos y reduciendo la cooperatividad por glucosa. 
 Todas las mutaciones MODY2 analizadas en este trabajo inactivan a la enzima 
afectando a los distintos parámetros cinéticos. Aunque los defectos concretos varían con 
la mutación, en términos generales, las mutaciones MODY2 disminuyen la afinidad de la 
enzima por sus sustratos y reducen la constante catalítica. Adicionalmente, algunas de 
las mutaciones MODY2 causan inestabilidad proteica. 
 Mutaciones que implican residuos de aminoácidos ubicados en la región bisagra 
o en la hélice α‐8 pueden afectar a la distribución núcleo‐citopásmica de la enzima. 
- Mutaciones de residuos ubicados en la región bisagra (Thr60 y Ala201) impiden 
la interacción de la glucokinasa con la GKRP humana y, en consecuencia, no 
permiten la entrada de la enzima al núcleo celular. Sin embargo, la falta de 
localización nuclear observada en los mutantes de glucokinasa portadores de 





                        
                         
                             
                       
                         
                   
                       
                   
                         
   
 
- Mutaciones MODY2 que afectan a residuos de la hélice α‐8 alteran la actividad 
de la señal de exportación nuclear de la glucokinasa. Los efectos causados varían 
con la naturaleza de la sustitución y su posición en la secuencia consenso de la 
NES. El residuo Glu300 modula negativamente la actividad de la NES, mientras 
que otros lo hacen de forma positiva, confirmando así la necesidad de una 
actividad suficiente pero equilibrada para permitir el correcto funcionamiento de 
la señal de exportación. Por otra parte, sustituciones puntuales de un único 
aminoácido, ya sea hidrofóbico o espaciador, no parecen suficientes para 
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